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Resumo
Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o Multiespectral para
Aplicac¸o˜es Biome´dicas
A espectroscopia o´ptica de difusa˜o DOS e´ uma te´cnica que usa luz no regime do infra-
vermelho pro´ximo (NIR) para extrac¸a˜o de informac¸o˜es fisiolo´gicas em tecidos biolo´gicos
de forma na˜o invasiva, tais como as concentrac¸o˜es de oxi-hemoglobina (HbO), desoxi-
hemoglobina (Hb) e a saturac¸a˜o de oxigeˆnio no tecido (StO2). Esta te´cnica baseia-se no
fato de que a luz do infravermelho pro´ximo se propaga difusivamente no tecido biolo´gico,
conseguindo se aprofundar alguns cent´ımetros e voltar na superf´ıcie de incideˆncia, e so-
frendo alterac¸o˜es ao atravessar o meio devido a` absorc¸a˜o e ao espalhamento do tecido.
Este enfoque utiliza a equac¸a˜o de difusa˜o para o modelamento da luz e suas soluc¸o˜es
para conseguir as propriedades o´pticas absolutas, que permite inferir as informac¸o˜es fi-
siolo´gicas do tecido. A te´cnica experimental DOS utiliza fontes que emitem pulsos ultra-
curtos (Time Domain DOS ) ou intensidades moduladas (Frequency Domain DOS ) para
extrair tais informac¸o˜es. No entanto, a implementac¸a˜o destas te´cnicas requerem uma
eletroˆnica avanc¸ada, tornando a construc¸a˜o complicada ou a aquisic¸a˜o custosa. Por outro
lado, os equipamentos que usam fontes cont´ınuas medem apenas variac¸o˜es relativas dos
coeficientes de absorc¸a˜o do tecido. Neste trabalho, estudou-se uma nova metodologia a
partir da espectroscopia o´ptica de difusa˜o usando fontes de onda cont´ınua para va´rios
comprimentos de ondas (CW −DOS) a fim de extrair os valores absolutos de absorc¸a˜o
e espalhamento do tecido. A metodologia foi validada com dados o´pticos em phantoms e
camundongos, conseguindo inferir as propriedades o´pticas absolutas para cada esta´gio. Os
resultados refletem que a metodologia e´ uma boa alternativa para extrac¸a˜o de informac¸a˜o
fisiolo´gica de forma simples e confia´vel, e que serve como base para a construc¸a˜o de novos
equipamentos de DOS .
Palavras-Chave: o´ptica biome´dica, o´ptica de difusa˜o, propriedades o´pticas do tecido,
oxigenac¸a˜o do tecido, instrumentac¸a˜o biome´dica.
Abstract
MULTISPECTRAL DIFFUSE OPTICAL SPECTROSCOPY
FOR BIOMEDICAL APLICATIONS
Diffuse Optical Spectroscopy (DOS ) is a technique that employs near infrared (NIR)
light to noninvasively extract physiological information from biological tissue, such as
microvascular oxy-hemoglobin (HbO) and deoxy-hemoglobin (Hb) concentrations, and
tissue oxygen saturation (StO2). DOS is based on the fact that NIR light diffuses th-
rough deep tissue and interacts with tissue cells and molecules before returning to the
surface. Therefore, the tissue composition can be estimated by the absorption and scat-
tering coefficients, which can be monitored by the intensity detected of scattered light.
DOS uses the diffusion equation for modeling light propagation, and its solutions to es-
timate the absolute optical properties. Typical experimental methods in DOS employ
ultrashort-pulsed light sources (Time Domain DOS ) or intensity modulated light sources
(Frequency Domain DOS ) to extract such information. However, the implementation of
these techniques requires advanced electronics, which makes its use complicated and/or
expensive. Instruments that use continuous-wave (CW -DOS) light sources are limited
to estimate relative changes of the absorption coefficient, only. In this dissertation, we
analyze a methodology based on continuous-wave diffuse optical spectroscopy with several
wavelengths to estimate the absolute values of absorption and scattering coefficients of
biological tissue. The methodology was validated in optical phantoms and in mice. Our
results suggest that the methodology can be a good approach for estimating physiolo-
gical information in a simple and reliable way, and it can be used as the basis for the
construction of new DOS equipments.
Keywords: biomedical optics, diffuse optics, tissue optical properties, tissue oxigge-
nation, biomedical instrumentation.
Lista de Figuras
2.1 Representac¸a˜o da propagac¸a˜o da luz no tecido biolo´gico . . . . . . . . . . . 24
2.2 Sinal representativo da te´cnica DOS no domı´nio do tempo . . . . . . . . . 25
2.3 Sinal representativo da te´cnica DOS no domı´nio da frequeˆncia . . . . . . . 26
2.4 Representac¸a˜o de um tecido como um meio semi-infinito . . . . . . . . . . 27
3.1 Representac¸a˜o da lei de Beer-Lambert . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
3.2 Espectro de absorc¸a˜o dos principais cromo´foros dos tecidos biolo´gicos. . . . 35
3.3 Estrutura molecular de desoxi-hemoglobina e oxi-hemoglobina. . . . . . . . 36
3.4 Espectro do coeficiente de absorc¸a˜o dos principais componentes da sangue
humana no regime de 500− 900nm. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.5 Representac¸a˜o de um evento de espalhamento ela´stico . . . . . . . . . . . . 40
3.6 Escala de tamanhos dos componentes do tecido biolo´gico . . . . . . . . . . 42
3.7 Coeficiente de espalhamento reduzido para o ce´rebro . . . . . . . . . . . . 46
3.8 Espectro da flueˆncia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.9 Flueˆncia em func¸a˜o da separac¸a˜o fonte-detector . . . . . . . . . . . . . . . 48
4.1 Sinal representativo utilizando fontes de onda continua nas te´cnicas CW-
DOS / NIRS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
4.2 Diagrama de fluxo do me´todo de Simulated Annealing, . . . . . . . . . . . 58
4.3 Diagrama de fluxo de nosso algoritmo CW-DOS multiespectral . . . . . . . 61
5.1 Esquema da configurac¸a˜o experimental para o phantom liquido. . . . . . . 66
5.2 Esquema da montagem experimental para a obtenc¸a˜o do coeficiente de
extinc¸a˜o da tinta India Ink. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
5.3 Coeficiente de absorc¸a˜o recuperado pelo algoritmo para um phantom l´ıquido 70
5.4 Espectro de espalhamento reconstru´ıdo por nosso algoritmo CW-DOS mul-
tiespectral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
5.5 Esquema da montagem experimental para camundongos . . . . . . . . . . 72
5.6 Esquema da sonda o´ptica para a coleta da luz . . . . . . . . . . . . . . . . 72
5.7 Concentrac¸o˜es recuperadas deHbO2, Hb eHbT para o grupo de camundongos 76
5.8 Saturac¸a˜o de oxigeˆnio (StO2) recuperadas pelo algoritmo desenvolvido na
Unicamp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
5.9 Coeficiente de espalhamento recuperado pelo algoritmo para a perna com
oclusa˜o arterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
5.10 Coeficiente de espalhamento recuperado pelo algoritmo para a perna sem
oclusa˜o arterial . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
Lista de Tabelas
5.1 Coeficiente de extinc¸a˜o reduzido em func¸a˜o do comprimento de onda . . . 67
5.2 Limite inferior e superior inseridos em nosso algoritmo para restringir a
regia˜o de busca no phantom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
5.3 Limite inferior e superior inseridos em nosso algoritmo para restringir a
regia˜o de busca nos camundongos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
5.4 Concentrac¸a˜o de Hemoglobina recuperadas pelo algoritmo CW-DOS mul-
tiespectral para a perna na˜o oclu´ıda. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
5.5 Concentrac¸a˜o de Hemoglobina recuperadas pelo algoritmo CW-DOS mul-
tiespectral para a perna oclu´ıda. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
5.6 Fatores de espalhamentos recuperadas pelo algoritmo CW-DOS multies-
pectral para a perna oclu´ıda. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
5.7 Fatores de espalhamentos recuperadas pelo algoritmo CW-DOS multies-
pectral para a perna na˜o oclu´ıda. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
Lista de Abreviaturas e Siglas
CW Continuous Wave
CW-DOS Continuous Wave - Diffuse Optical Spectroscopy
DCS Diffuse Correlation Spectroscopy
DOS Diffuse Optical Spectroscopy
FD-DOS Frequency Domain - Diffuse Optical Spectroscopy
fMRI functional Magnetic Ressonance Imaging
GA Genetic Algoritm
HbO Oxy Hemoglobin
Hb Deoxy Hemoglobin
NIR Near Infrared
NIRS Near Infrared Spectroscopy
MRS Magnetic Ressonance Spectroscopy
RTE Radiative Transfer Equation
SA Simulated Annealing
TD-DOS Time-Domain - Diffuse Optical Spectroscopy
Suma´rio
1 Introduc¸a˜o 15
2 Fundamentos da o´ptica de difusa˜o 19
2.1 Fundamentos Teo´ricos da o´ptica de difusa˜o . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.1 Equac¸a˜o de transporte radiativo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.2 Equac¸a˜o de difusa˜o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2 Me´todos experimentais em Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o (DOS) . . . 23
2.2.1 Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o no Domı´nio do Tempo. . . . . . . 24
2.2.2 Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o no Domı´nio da Frequeˆncia . . . . 25
2.2.3 Aproximac¸a˜o para meios semi-infinitos e homogeˆneos . . . . . . . . 26
2.2.4 Medidas em modo cont´ınuo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
3 CW-DOS multiespectral: problema direto 31
3.1 Origem da absorc¸a˜o num meio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
3.1.1 Coeficiente de absorc¸a˜o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
3.1.2 Absorc¸a˜o no tecido biolo´gico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
3.2 Origem do espalhamento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
3.2.1 Espalhamento simples . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.2.2 Mu´ltiplos espalhamentos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
3.2.3 Espalhamento no tecido . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.3 Problema multiespectral direto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4 CW-DOS multiespectral: problema Inverso 49
4.1 CW-DOS multiespectral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
4.1.1 Otimizac¸a˜o na˜o linear sem restric¸o˜es . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
4.2 Ana´lise de dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
5 Validac¸a˜o experimental do CW-DOS Multiespectral 64
5.1 Experimentos em phantom l´ıquido . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
5.1.1 Protocolo experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
5.1.2 Ana´lise de dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
5.1.3 Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
5.2 Experimento em camundongos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
5.2.1 Protocolo experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
5.2.2 Ana´lise e resultados com CW-DOS multiespectral. . . . . . . . . . . 73
6 Conclusa˜o e perspectivas 80
Refereˆncias Bibliogra´ficas 83
15
Cap´ıtulo 1
Introduc¸a˜o
A necessidade de extrair informac¸a˜o fisiolo´gica do tecido de forma na˜o invasiva tem cres-
cido na pra´tica cl´ınica nos u´ltimos anos, propiciando o´timas condic¸o˜es para o surgimento
de metodologias que permitem alcanc¸ar este alvo. Neste cena´rio, a f´ısica tem dado im-
portantes contribuic¸o˜es com te´cnicas de monitoramento e ana´lise para a obtenc¸a˜o de in-
formac¸a˜o fisiolo´gica em pacientes, destacando-se algumas te´cnicas, tais como a ressonaˆncia
magne´tica funcional (fMRI) e a espectroscopia por ressonaˆncia magne´tica (MRS). Am-
bas as metodologias utilizam campos magne´ticos intensos para inferir as respostas me-
tabo´licas e hemodinaˆmicas nos tecidos biolo´gicos. Por outro lado, novas te´cnicas espec-
trosco´picas que usam a luz no regime do infravermelho pro´ximo (Near Infra-Red, NIR)
(650− 1000)nm, tambe´m se sobressaem [1, 2]. Estas te´cnicas se baseiam no fato de que
a luz NIR consegue aprofundar-se e voltar do tecido, trazendo informac¸o˜es sobre as pro-
priedades o´pticas do meio [3]. Pelas suas caracter´ısticas fundamentais, principalmente a
alta resoluc¸a˜o temporal, e por ser na˜o-invasiva, te´cnicas que utilizam luz vem sendo uma
potencial alternativa como ferramenta cl´ınica de neuro-monitoramento, ideia que para
propo´sitos cl´ınicos e´ particularmente atraente.
Entre as principais te´cnicas o´pticas para a extrac¸a˜o de propriedades fisiolo´gicas de
forma na˜o invasiva esta´ a espectroscopia o´ptica de difusa˜o (Diffuse Optical Spectroscopy,
DOS). Basicamente, os processos de interac¸a˜o da luz com o tecido para baixas poteˆncias
(< 50 mW ), se da´ por meio da absorc¸a˜o e do espalhamento (ela´stico) da luz [4]. Ambos
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os processos sa˜o dependentes do comprimento de onda da luz incidente, e a dependeˆncia
de um observa´vel o´ptico em func¸a˜o do comprimento de onda e´ conhecido como espectro
o´ptico. O espectro de absorc¸a˜o e´ u´nico para diferentes tipos de a´tomos e mole´culas,
e permitem a identificac¸a˜o e a quantificac¸a˜o da composic¸a˜o qu´ımica de uma amostra.
Por outro lado, com o espectro de espalhamento e´ poss´ıvel determinar a distribuic¸a˜o de
tamanhos dos centros espalhadores no meio.
Tipicamente, a te´cnica DOS emprega duas metodologias experimentais para inferir os
valores absolutos dos coeficientes de absorc¸a˜o µa e espalhamento reduzido µ
′
s que esta˜o
relacionados com as concentrac¸o˜es absolutas de alguns constituintes do tecido biologico.
A forma mais precisa e´ conhecida como espectroscopia o´ptica de difusa˜o no domı´nio
do tempo (Time Domain Diffuse Optical Spectroscopy, TD-DOS), que utiliza fontes de
luz pulsadas na faixa de picosegundos [5, 6] . Embora sejam ideais para experimentos
de bancada, estas fontes sa˜o caras e de dif´ıcil manipulac¸a˜o num cena´rio cl´ınico. Uma
forma mais porta´til para se obter os valores absolutos das concentrac¸o˜es no tecido e´
utilizando a espectroscopia o´ptica de difusa˜o no domı´nio da frequeˆncia (Frequency Domain
Diffuse Optical Spectroscopy, FD-DOS) [7, 8]. Neste caso, modula-se a fonte de luz numa
frequeˆncia (ou numa faixa de frequeˆncias) da ordem de MHz. Embora mais fact´ıvel, o uso
de detectores espec´ıficos para detectar diferenc¸as de fase muito pequenas torna a te´cnica
pouco atrativa do ponto de vista instrumental, e dificulta sua pra´tica no ambiente cl´ınico.
Fontes de luz cont´ınuas, que sa˜o tipicamente de baixo custo e comercialmente dis-
pon´ıveis em larga escala, representam a forma mais simples de se fazer espectroscopia
o´ptica no ambiente cl´ınico (Continuous Wave Diffuse Optical Spectroscopy, CW-DOS).
No entanto, com estas fontes na˜o e´ poss´ıvel recuperar os valores absolutos usando o
modelamento difusivo [9]. Por meio da lei de Beer-Lambert modificada, e´ ate´ poss´ıvel
inferir variac¸o˜es relativas nas concentrac¸o˜es de hemoglobina ao longo de um intervalo do
tempo. Este procedimento e´ geralmente conhecido na literatura como espectroscopia no
infravermelho pro´ximo (Near Infra-Red Spectroscopy, NIRS) [10], te´cnicas que experi-
mentalmente sa˜o equivalentes.
A introduc¸a˜o destas te´cnicas o´pticas no Brasil foi no ano 2007 [11], sendo a UNICAMP
pioneira nesta a´rea, e sendo o grupo de Neurof´ısica o primeiro a possuir um equipamento
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para realizar estas medidas no tecido biolo´gico. Este fato estimulou novas pesquisas
nesta a´rea, que inicia com o uso da metodologia FD-DOS para estabelecer marcadores
biolo´gicos em tecidos compostos por duas camadas (escalpo-ce´rebro) [12]. Logo depois,
continuou-se com o desenvolvimento de sistemas que conseguem medir o fluxo sangu´ıneo
[13], e mais recentemente se realizaram estudos de simulac¸o˜es de Monte Carlo para estimar
propriedades o´pticas esta´ticas e dinaˆmicas a partir de dados experimentais [14].
Neste trabalho, sob a formulac¸a˜o da espectroscopia o´ptica de difusa˜o em tecidos biolo´gicos,
se deseja desenvolver uma nova metodologia que permite extrair os valores absolutos das
propriedades o´pticas dos tecidos utilizando fontes de modo cont´ınuo. A extrac¸a˜o destas
propriedades o´pticas absolutas permite inferir informac¸a˜o fisiolo´gica que e´ u´til para co-
nhecer o estado fisiolo´gico do tecido na cl´ınica. O procedimento baseia-se na soluc¸a˜o do
problema inverso, que consiste em obter a informac¸a˜o fisiolo´gica a partir de um conjunto
de dados de refletaˆncia em func¸a˜o de mu´ltiplos comprimentos de onda. No entanto, o uso
de luz cont´ınua com mu´ltiplos comprimentos de onda (que chamamos neste trabalho de
CW-DOS multiespectral) para obtenc¸a˜o dos valores absolutos das propriedades o´pticas
e´ mais simples e barato para implementar do que as outras duas te´cnicas comumente
utilizadas (TD-DOS e FD-DOS).
Os objetivos a desenvolver sa˜o:
• Estudar uma metodologia baseada em va´rios comprimentos de ondas que pudesse
determinar os coeficientes de absorc¸a˜o, µa, e de espalhamento reduzido, µ
′
s, de forma
absoluta utilizando fontes cont´ınuas.
• Implementar e validar a metodologia para aplicac¸o˜es biome´dicas.
A visa˜o geral do desenvolvimento de nosso trabalho e´ exposto ao longo desta dissertac¸a˜o
atrave´s de 6 cap´ıtulos. O cap´ıtulo 2 inicia com o formalismo teo´rico da teoria de difusa˜o
e segue ate´ a descric¸a˜o das metodologias experimentais da te´cnica DOS. No cap´ıtulo 3,
se definem as principais propriedades o´pticas, absorc¸a˜o e espalhamento, e se mostram
as relac¸o˜es com os constituintes dos tecidos biolo´gicos. O final deste cap´ıtulo detalha o
problema direto. No cap´ıtulo 4 se mostra o problema inverso e a nossa abordagem para
a soluc¸a˜o do problema multiespectral. Em particular, se detalha o me´todo escolhido para
a minimizac¸a˜o da func¸a˜o de custo, e se expo˜e os principais componentes do algoritmo
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desenvolvido para a ana´lise de dados. No cap´ıtulo 5 se detalha o processo de validac¸a˜o de
nossa metodologia analisando dados de duas montagens experimentais. Finalmente, no
cap´ıtulo 6 se discutem as concluso˜es e perspectivas futuras a partir deste trabalho.
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Cap´ıtulo 2
Fundamentos da o´ptica de difusa˜o
O objetivo deste cap´ıtulo e´ estudar o formalismo da o´ptica de difusa˜o, onde se discute
as aproximac¸o˜es que sa˜o feitas ao longo do processo. O cap´ıtulo tem como ponto de
partida a equac¸a˜o de transporte radiativa, e partir dela se deriva a equac¸a˜o de difusa˜o.
Posteriormente se apresenta a te´cnica de espectroscopia o´ptica de difusa˜o para a obtenc¸a˜o
de propriedades o´pticas em meios turvos. Finalmente, as soluc¸o˜es da equac¸a˜o de difusa˜o
sa˜o discutidas.
2.1 Fundamentos Teo´ricos da o´ptica de difusa˜o
2.1.1 Equac¸a˜o de transporte radiativo
O modelo de transporte da radiac¸a˜o eletromagne´tica num meio poderia ser abordado de
diferentes maneiras. Um caminho e´ a partir da teoria cla´ssica da luz. Neste enfoque se
tem como ponto de partida as equac¸o˜es de Maxwell e a equac¸a˜o de onda, que consideram
as propriedades o´pticas do meio tais como absorc¸a˜o e espalhamento, assim como tambe´m
fenoˆmenos ondulato´rios (tais como difrac¸a˜o e interfereˆncia). Trata-se de uma teoria sa-
tisfatoriamente rigorosa que modela a propagac¸a˜o para espalhamentos simples [15]. No
entanto, quando o nu´mero de interac¸o˜es no meio e´ muito grande (problema f´ısico que
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estamos interessados), e´ necessa´rio analisar cada interac¸a˜o simples para cada part´ıcula do
meio. Este modelamento torna-se num enorme problema computacional [12].
Entretanto, para problemas onde o nu´mero de interac¸o˜es e´ muito grande e´ mais apro-
priada uma descric¸a˜o corpuscular, em termos da propagac¸a˜o aleato´ria de fo´tons. Este
modelo considera as interac¸o˜es dos fo´tons com as part´ıculas do meio, desprezando os efei-
tos de polarizac¸a˜o [11]. Este modelo e´ a base da teoria escalar do transporte linear num
tecido para o regime do infravermelho pro´ximo (NIR).
Assumindo que as interac¸o˜es poss´ıveis dos fo´tons na faixa de comprimentos de onda do
NIR sa˜o absorc¸o˜es e espalhamentos ela´sticos, o modelo de transporte de fo´tons num meio
turvo e´ descrito a partir da conservac¸a˜o da energia do sistema. Neste caso, estabelecendo
que o transporte energe´tico para um instante de tempo t qualquer, a quantidade de fo´tons
que atravessa um certo elemento de volume no meio que conte´m part´ıculas na˜o sofre perdas
de energia [11], portanto, o ponto de partida e´ a equac¸a˜o de transporte radiativa (RTE)
ou equac¸a˜o de Boltzmann [16, 17]:
1
v
∂L(r, Ωˆ, t)
∂t
+ Ωˆ · ∇L(r, Ωˆ, t) + µt(r)L(r, Ωˆ, t) =
µs(r)
∫
f(Ωˆ, Ωˆ
′
)L(r, Ωˆ, t)dΩˆ
′
+Q(r, Ωˆ, t), (2.1)
onde L(r, Ωˆ, t) e´ uma grandeza fundamental chamada radiaˆncia, definida como o nu´mero
de fo´tons por unidade de volume na posic¸a˜o r, direc¸a˜o Ωˆ e tempo t, com unidades no SI
de W/m2sr; µt(r) e´ o coeficiente de transporte o´ptico, dado pela soma dos coeficientes de
absorc¸a˜o, µa(r), e de espalhamento, µs(r); v e´ o mo´dulo da velocidade do fo´ton no meio,
f(Ωˆ, Ωˆ
′
) e´ a func¸a˜o de fase de espalhamento, que e´ interpretada como a probabilidade de
que um fo´ton que inicialmente se propagava na direc¸a˜o Ωˆ seja espalhado na direc¸a˜o Ωˆ
′
,
e Q(r, Ωˆ, t) representa um termo de fonte ou a fonte de luz na posic¸a˜o r no tempo t que
viaja na direc¸a˜o Ωˆ.
A equac¸a˜o 2.1 e´ o ponto de partida para modelar a migrac¸a˜o de fo´tons em meios turvos.
No entanto, suas soluc¸o˜es sa˜o computacionalmente complexas e consomem muito tempo
para ser encontradas. Por isso, para as aplicac¸o˜es de espectroscopia o´ptica de difusa˜o
(DOS) no tecido biolo´gico, a equac¸a˜o de transporte radiativa pode ser bem aproximada
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pela equac¸a˜o de difusa˜o de fo´tons. Neste caso, a radiaˆncia e´ descrita em func¸a˜o do fluxo
e da flueˆncia de fo´tons.
2.1.2 Equac¸a˜o de difusa˜o
Uma soluc¸a˜o aproximada para a equac¸a˜o de transporte radiativa e´ obtida sob a condic¸a˜o
de que a probabilidade dos eventos de espalhamento de um fo´ton seja muito maior que
a probabilidade de absorc¸a˜o do fo´ton no meio, ou seja, que µs  µa. Esta condic¸a˜o e´
conhecida como a aproximac¸a˜o de difusa˜o, onde se e´ assumido que os fo´tons interagem
com muitas part´ıculas e como resultado sa˜o espalhados quase uniformemente em todas as
direc¸o˜es, com uma contribuic¸a˜o na direc¸a˜o ωˆ. Desta forma a radiaˆncia pode ser expressa
como [18]:
L(r, Ωˆ, t) ≈ 1
4pi
φ(r, t) +
3
4pi
J (r, t) · Ωˆ, (2.2)
onde
φ(r, t) =
∫
L(r, Ωˆ, t)dΩˆ, (2.3)
e´ a componente da radiaˆncia isotro´pica, conhecida como flueˆncia, que representa o nu´mero
de fo´tons por unidade de a´rea e unidade de tempo [W/cm2], e
J (r, t) =
∫
L(r, Ωˆ, t)ΩˆdΩˆ, (2.4)
e´ o fluxo por unidade de a´rea na direc¸a˜o Ωˆ, [W/cm2]. Para seguir com esta abordagem
se deve considerar as seguintes hipo´teses:
• Primeiro, todas as fontes que fornecem os fo´tons ao sistema sa˜o isotro´picas [W/cm3],
S(r, t) =
∫
Q(r, Ωˆ, t)dΩˆ =
1
4pi
q0(r, t); (2.5)
• Segundo, o fluxo apresenta variac¸o˜es lentas no tempo, isto e´,
∂J(r, t)
∂t
≈ 0; (2.6)
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• Por u´ltimo, o espalhamento e´ independente do aˆngulo formado entre o fo´ton inci-
dente e o espalhado, o que faz com que a func¸a˜o de fase so´ dependa do produto
destes aˆngulos, ou seja,
f(Ωˆ, Ωˆ
′
) = f(Ωˆ · Ωˆ
′
). (2.7)
Esta u´ltima condic¸a˜o so´ pode ser considerada se o meio espalha isotropicamente e se as
coliso˜es sa˜o apenas ela´sticas.
Por outro lado a distribuic¸a˜o de probabilidade de espalhamento deve ser normalizada:∫
f(Ωˆ · Ωˆ
′
)dΩˆ = 1. (2.8)
Com base nestas condic¸o˜es e definic¸o˜es pode-se integrar em Ωˆ a equac¸a˜o de Boltzmann,
obtendo-se a equac¸a˜o de difusa˜o para a flueˆncia de fo´tons:
∂φ(r, t)
∂t
= υS(r, t) +D∇2φ(r, t)− υµaφ(r, t), (2.9)
onde D e´ o coeficiente de difusa˜o definido como:
D =
υ
3(µa + µ
′
s)
=
v
3µt
. (2.10)
Aqui foi introduzido um novo coeficiente chamado o coeficiente de espalhamento reduzido,
µ
′
s = (1− g)µs [cm−1] [19], que esta´ relacionado com o fator de anisotrop´ıa g, parametros
que sera˜o tratados no cap´ıtulo seguinte com mais detalhes.
A equac¸a˜o de difusa˜o tem sido amplamente utilizada com sucesso para modelar o trans-
porte de fo´tons no tecido biolo´gico [13]. No entanto, se devem tomar certos cuidados,
devido algumas condic¸o˜es que na˜o podem ser aplicadas em algumas situac¸o˜es, como sa˜o
os casos de regio˜es perto da fonte, perto da superf´ıcie, tecidos anisotro´picos, e locais com
alta absorc¸a˜o e baixo espalhamento. Nesses casos, sa˜o necessa´rias aproximac¸o˜es de ordens
maiores para a equac¸a˜o de Boltzmann. Pore´m a condic¸a˜o µ
′
s  µa e´ va´lida e justificada
para um nu´mero grande de espalhamentos. Os meios que tem esta caracter´ıstica exibem
uma turbidez que difunde a luz em todas as direc¸o˜es, e por isto sa˜o chamados de “meios
turvos”.
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Para encontrar as soluc¸o˜es da equac¸a˜o de difusa˜o a forma da fonte tem um papel primor-
dial. Os tipos de fontes comumente usados no laborato´rio para o estudo das propriedades
o´pticas em meios turvos sa˜o treˆs: pulsado, modulado e cont´ınuo. Este fato conduz ao
tipo de te´cnica experimental implementado para estudo de meios turvos.
2.2 Me´todos experimentais em Espectroscopia O´ptica
de Difusa˜o (DOS)
A te´cnica de espectroscopia o´ptica de difusa˜o (DOS) consiste em medir os valores das
propriedades o´pticas do meio turvo a partir das variac¸o˜es da luz medida, que e´ proveniente
da luz espalhada pelo tecido (ver figura 2.1).
Como mencionado anteriormente, no laborato´rio geralmente se trabalham com treˆs
tipos de fontes: pulsos ultracurtos (dependentes do tempo), fontes de luz moduladas (com
frequeˆncia ω definida) e fontes de ondas cont´ınuas (a intensidade se mante´m constante
no tempo). Dependendo do tipo de fonte escolhida, a abordagem para o modelamento da
propagac¸a˜o de fo´tons no tecido toma caminhos um pouco diferentes. No caso espec´ıfico
de ondas cont´ınuas (CW, do ingleˆs, Continuous Wave), a u´nica informac¸a˜o medida e´ a
amplitude da luz espalhada. A princ´ıpio, esta informac¸a˜o sozinha na˜o e´ capaz de separar
as propriedades o´pticas do tecido. Em outras palavras, o coeficiente de absorc¸a˜o na˜o pode
ser separado do coeficiente de espalhamento. Com isto, a te´cnica de CW em meios turvos
se limita a medir variac¸o˜es no coeficiente de absorc¸a˜o, assumindo que o coeficiente de
espalhamento na˜o varia.
Atualmente, duas metodologias dentro da te´cnica DOS conseguem medir as proprieda-
des absolutas de absorc¸a˜o, µa, e de espalhamento, µ
′
s. Estes me´todos sa˜o conhecidos como
a espectroscopia o´ptica de difusa˜o no domı´nio do tempo (TD-DOS) e a espectroscopia
o´ptica de difusa˜o no domı´nio da frequeˆncia (FD-DOS). O nome corresponde ao tipo de
fonte utilizada no experimento. A TD-DOS e a FD-DOS esta˜o relacionadas por meio de
transformadas de Fourier. Isto significa que ao se achar soluc¸o˜es para o caso de fontes
temporais, as soluc¸o˜es das fontes moduladas podem ser adquiridas a partir desta soluc¸a˜o
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Figura 2.1: Representac¸a˜o da propagac¸a˜o da luz no tecido biolo´gico
temporal e vice-versa. Neste ponto, nossa atenc¸a˜o se enfocara´ ao entendimento destas
metodologias.
2.2.1 Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o no Domı´nio do Tempo.
Os me´todos de TD-DOS implicam em iluminar o tecido com pulsos o´pticos ultracurtos
no tempo, com uma largura a` meia altura de picosegundos a femtosegundos. Apo´s se
propagar no tecido, a luz espalhada e´ detectada na superf´ıcie por um detector de contagem
de fo´tons, exibindo uma atenuac¸a˜o e uma ampliac¸a˜o da largura temporal na amplitude
(Figura 2.2) de ate´ 10 ns com respeito ao pulso distribu´ıdo pela fonte [20]. O atraso na
detecc¸a˜o esta´ associado a` profundidade que o fo´ton consegue atingir dentro do tecido e
aos diferentes caminhos que os fo´tons percorrem entre a fonte e o detector. O tempo de
chegada dos fo´tons pode ser relacionado com os coeficientes de absorc¸a˜o e de espalhamento
do tecido.
Representando o termo de fonte S(r, t) na equac¸a˜o de difusa˜o por um pulso pontual
dependente do tempo na posic¸a˜o r e amplitude inicial E0,
S(r, t) = E0δ(r)δ(t), (2.11)
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Figura 2.2: Sinal representativo da te´cnica DOS no domı´nio do tempo
temos que a soluc¸a˜o da equac¸a˜o de difusa˜o para um meio infinito e homogeˆneo e´ [6, 21]:
φ(r, t) =
vE0
(4piDt)3/2
e−(
r2
4Dt
+µavt). (2.12)
Esta soluc¸a˜o ainda e´ muito geral, mas mostra o comportamento da flueˆncia em func¸a˜o do
tempo e da distaˆncia de detecc¸a˜o, r.
2.2.2 Espectroscopia O´ptica de Difusa˜o no Domı´nio da Frequeˆncia
Esta metodologia usa fontes com intensidade modulada para a obtenc¸a˜o das propriedades
o´pticas no tecido. Neste caso, o detector na superf´ıcie do tecido coleta a amplitude e a
defasagem da luz espalhada com respeito aos fo´tons incidentes (Figura 2.3).
Fazendo estas medic¸o˜es para todas as frequeˆncias, o domı´nio da frequeˆncia seria equiva-
lente ao domı´nio do tempo. Isto resulta que as curvas temporais obtidas no TD-DOS esta˜o
relacionadas atrave´s das transformadas de Fourier com a fase e o espectro de frequeˆncia
do FD-DOS.
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Figura 2.3: Sinal representativo da te´cnica DOS no domı´nio da frequeˆncia
2.2.3 Aproximac¸a˜o para meios semi-infinitos e homogeˆneos
Um meio semi-infinito e´ um meio que estende-se ate´ o infinito numa direc¸a˜o mas e´ de-
limitado por uma fronteira na direc¸a˜o oposta. Para meios semi-infinitos e homogeˆneos
e´ poss´ıvel extrair as propriedades o´pticas com a medic¸a˜o em uma u´nica frequeˆncia, que
e´ o que geralmente e´ feito na pra´tica, pois ha´ a interface ar-tecido. Para isto precisa-se
conhecer a soluc¸a˜o para a flueˆncia no domı´nio da frequeˆncia que esta´ em um meio infi-
nito, isto e´ poss´ıvel introduzindo uma fonte harmoˆnica para uma simples frequeˆncia de
modulac¸a˜o ω na equac¸a˜o de difusa˜o 2.9:
S(r, t) = E0δ(r)e
−iωt. (2.13)
Assumindo que a poteˆncia da fonte e´ suficientemente baixa, a flueˆncia vai oscilar com a
mesma frequeˆncia:
φ(r, t) = φ(r, ω)e−iωt, (2.14)
que substitu´ıdas na equac¸a˜o de difusa˜o no domı´nio do tempo pode-se obter a equac¸a˜o de
Helmholtz :
∇2φ(r, ω)− k2φ(r, ω) = −vE0
D
δ(r), (2.15)
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Figura 2.4: Representac¸a˜o de um tecido como um meio semi-infinito. Se usa o me´todo
das imagens para solucionar a equac¸a˜o de difusa˜o
com k2 = vµa−iω
D
sendo um vetor de onda complexo. Isto quer dizer que a flueˆncia tem o
comportamento semelhante ao de uma onda com vetor de onda k. A soluc¸a˜o de Green
para a flueˆncia no domı´nio da frequeˆncia representa portanto uma onda esfe´rica com vetor
de onda complexo, k = kr + iki:
φ(r, ω) =
(
vE0
4piD
)
e
r
−krr
e−ikir, (2.16)
com
kr =
(
vµa
2D
(
1 +
√
1 +
ω2
v2µ2a
)) 1
2
(2.17a)
ki = −
(
vµa
2D
(−1 +
√
1 +
ω2
v2µ2a
)
) 1
2
. (2.17b)
A equac¸a˜o 2.16, e´ a soluc¸a˜o da flueˆncia para um meio infinito no domı´nio da frequeˆncia,
no entanto, resolver o problema para o caso de um meio semi-infinito e´ mais complicado.
Uma ”sa´ıda ra´pida”e´ assumir que a flueˆncia e´ zero em algum ponto fora do meio semi-
infinito, condic¸a˜o conhecida como a condic¸a˜o de contorno do zero extrapolada, onde a
flueˆncia e´ zero (φ = 0) em certo ponto zb acima da interface (externa ao meio). Este
fato permite obter a forma da flueˆncia a partir do me´todo das imagens, onde uma fonte
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pontual chamada de fonte real (positiva) se encontra no meio espalhador no ponto z0 e
que contribui para a flueˆncia no tecido. Para garantir que a flueˆncia seja zero no ponto zb
fora do meio espalhador, precisa-se de uma fonte imagina´ria (negativa) que se encontra
no meio na˜o espalhador equidistante a` interface imagina´ria, e que tambe´m contribui para
a flueˆncia no tecido (ver figura 2.4).
A soluc¸a˜o da flueˆncia para a posic¸a˜o ρ do detector com respeito a` fonte na superf´ıcie e´
descrita por duas ondas esfe´ricas com vetor de onda k [19]:
φ(r, ω) =
υE0
4piD
[
e−k·r1
r1
− e
−k·r2
r2
]
, (2.18)
Com r1 =
√
ρ2 + z20 e r2 =
√
ρ2 + (z0 + 2zb)
2, sendo z0 =
1
µt
o caminho livre me´dio do
fo´ton, e zb e´ a interface imagina´ria na qual a fluencia e´ nula.
A partir da soluc¸a˜o da FD-DOS para o meio semi-infinito pode-se obter a soluc¸a˜o para
a flueˆncia no TD-DOS por meio da transformada de Fourier,
φ(r, t) =
1
2pi
∫ ∞
0
φ(r, ω)e−iωtdt, (2.19)
obtendo que
φ(r, t) =
vE0
(4piDt)3/2
e−µavt
[
e−
r21
4Dt − e− r
2
2
4Dt
]
. (2.20)
A equac¸a˜o (2.20) e´ uma boa aproximac¸a˜o para o modelo, mas ainda podemos obter uma
expressa˜o mais simples. Para isso podemos usar a condic¸a˜o que ρ  z0 + 2zb, o que nos
leva a:
φ(ρ, ω) = (z0 + 2zb)
(
υE0
4piD
)
e−krρ
ρ2
ei(−kiρ+θ0). (2.21)
Podemos relacionar 2.21 com as grandezas medidas pelo detector, ou seja, a amplitude,
A, e a defasagem, θ, da luz espalhada:
A(ρ) = A0
e−krρ
ρ2
(2.22a)
θ = −kiρ+ θ0. (2.22b)
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Linearizando a amplitude temos que
lnA(ρ)ρ2 = −krρ+ lnA0 (2.23a)
θ = −ki ρ+ θ0. (2.23b)
Podemos ver que a amplitude e a defasagem sa˜o dependentes da separac¸a˜o fonte-
detector. Assim, medindo a flueˆncia para pelo menos duas distaˆncias podemos realizar
um processo de ajuste onde as inclinac¸o˜es kr e ki podem ser estimadas. Esta informac¸a˜o
pode enta˜o ser relacionada com as propriedades o´pticas do meio. A partir da inversa˜o das
equac¸o˜es 2.17a e 2.17b obtemos que
µa =
( ω
2v
)(−k2r + k2i
krki
)
(2.24a)
µ
′
s = −
(
2v
3ω
)
(k2rk
2
i ). (2.24b)
Estas equac¸o˜es mostram que implementando a metodologia de espectroscopia no domı´nio
da frequeˆncia pode-se obter as propriedades absolutas para qualquer meio turvo ho-
mogeˆneo.
2.2.4 Medidas em modo cont´ınuo
A partir da equac¸a˜o 2.20 podemos tambe´m obter uma expressa˜o que represente a flueˆncia
para uma fonte cont´ınua ao analisar o limite ω → 0. Neste caso temos que o vetor de
onda para a flueˆncia e´ real:
k =
√
vµa
D
. (2.25)
Relacionando com a definic¸a˜o 2.10 do coeficiente de difusa˜o obtemos que
k =
√
3µa(µa + µ
′
s) = µeff , (2.26)
que ilustra o fato de que na˜o se pode separar os coeficientes de espalhamento e absorc¸a˜o,
pois neste caso ha´ apenas a amplitude da luz espalhada.
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Independente da escolha da te´cnica, para conhecer como a flueˆncia varia em func¸a˜o do
comprimento de onda precisa-se conhecer os espectros de µa e µ
′
s para o meio em questa˜o
(no caso, o tecido). No cap´ıtulo seguinte estudaremos como e´ a dependeˆncia da absorc¸a˜o
e do espalhamento em func¸a˜o do λ para o tecido biolo´gico.
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Cap´ıtulo 3
CW-DOS multiespectral: problema
direto
Neste cap´ıtulo sera´ tratado a origem da absorc¸a˜o e do espalhamento em qualquer meio.
Especialmente, centraremos a atenc¸a˜o do problema para o caso dos tecidos biolo´gicos.
Sera˜o definidos os coeficientes de absorc¸a˜o e de espalhamento, e finalmente sera´ apresen-
tado o espectro da flueˆncia de fo´tons num meio turvo, para µa e µ
′
s conhecidos.
3.1 Origem da absorc¸a˜o num meio
Fazendo uma descric¸a˜o simplista, pode-se imaginar a mate´ria como uma colec¸a˜o de
mole´culas (ou a´tomos) com cargas discretas. Ao interagir com uma onda eletromagne´tica,
estas cargas sa˜o forc¸adas a oscilar com frequeˆncia igual ao do fo´ton incidente com um
tempo de vida ao redor dos 10−7 a 10−8 segundos [22]. Como a mole´cula na˜o esta´ isolada,
ela perdera´ energia por meio de coliso˜es com outras mole´culas. Isto ocorre quando a ener-
gia do fo´ton corresponde exatamente a` energia de transic¸a˜o da mole´cula, fazendo com que
um ele´tron de ligac¸a˜o da mole´cula seja excitado para um estado eletroˆnico, vibracional
ou rotacional, superior ao estado inicial, amplificando da vibrac¸a˜o. A energia associada
ao fo´ton sera´ transferida ao material, aumentando a energia interna e consequentemente
elevando a temperatura do sistema.
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O tempo me´dio que a mole´cula leva para atingir outra mole´cula e´ aproximadamente
de 10−12 segundos. No entanto, este valor pode ser ainda menor se a mole´cula entrar em
ressonaˆncia. Isto ocorre quando a frequeˆncia do fo´ton incidente e´ semelhante a` frequeˆncia
natural da mole´cula, intensificando fortemente a amplitude da oscilac¸a˜o, aumentando
assim a probabilidade de colisa˜o com outras mole´culas do material [12].
3.1.1 Coeficiente de absorc¸a˜o
Para uma part´ıcula absorvedora com localizac¸a˜o determinada, a sec¸a˜o de choque de ab-
sorc¸a˜o, σa [cm
2], pode ser definida em func¸a˜o da quantidade de poteˆncia absorvida Pa
[W ] e a intensidade I0 [W/cm
2] de uma onda plana uniforme incidente [23]:
σa =
Pa
I0
. (3.1)
Se a sec¸a˜o de choque e´ independente da orientac¸a˜o de incideˆncia do fo´ton interagente
com o absorvedor, podemos assinalar o coeficiente de absorc¸a˜o, µa [cm
−1] para um meio
que tem uma distribuic¸a˜o de part´ıculas ou mole´culas de absorvedores ideˆnticas como
[23, 24]
µa = ρaσa, (3.2)
onde ρa e´ a densidade de absorvedores no meio.
O inverso do coeficiente de absorc¸a˜o e´ o livre caminho me´dio de absorc¸a˜o, la [cm], e
simboliza a distaˆncia me´dia que um fo´ton percorre antes de ser absorvido:
la =
1
µa
(3.3)
Cap´ıtulo 3. CW-DOS multiespectral: problema direto 33
Figura 3.1: Representac¸a˜o da lei de Beer-Lambert. A intensidade da luz diminui ao
atravessar um meio puramente absorvedor
Por outro lado, a lei de Beer-Lambert descreve a intensidade que emerge depois de
atravessar um meio que e´ constitu´ıdo por part´ıculas puramente absorvedoras [25]:
I(λ) = I0(λ)e
−ε(λ)cL (3.4)
onde I0 e´ a intensidade da luz incidente no meio absorvedor, ε(λ) e´ o coeficiente de extinc¸a˜o
molar no comprimento de onda λ, [cm2/mol] [22], c e´ a concentrac¸a˜o do absorvedor no
meio [mol/cm3] , e L [cm] e´ o comprimento que a luz percorre num meio.
A atenuac¸a˜o (tambe´m chamada de absorbaˆncia A ou densidade o´ptica OD) [26], pode
ser definida por meio da transmitaˆncia da luz no meio, T :
A = − lnT = − ln I
I0
(3.5)
Relacionando 3.4 e 3.5 temos
A(λ) = ε(λ)cL (3.6)
Cabe ressaltar que a absorbaˆncia e´ uma propriedade o´ptica extr´ınseca do meio, e a partir
dela pode-se inferir o coeficiente de absorc¸a˜o,
µa(λ) = ε(λ) · c. (3.7)
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Entretanto, para um meio constitu´ıdo por N absorvedores distintos, onde cada tipo de
absorvedor contribui linearmente na absorc¸a˜o, a absorc¸a˜o total e´ [27]
µa(λ) =
N∑
i=1
εi(λ) · ci (3.8)
A variac¸a˜o de µa(λ) com respeito ao comprimento de onda forma um espectro de absorc¸a˜o,
e cada tipo de part´ıcula absorvedora apresenta seu pro´prio espectro de absorc¸a˜o. Este
fato e´ importante porque µa(λ) pode ajudar a identificar os constituintes exatos e as
respectivas concentrac¸o˜es do meio.
3.1.2 Absorc¸a˜o no tecido biolo´gico
Em termos o´pticos, a absorc¸a˜o em tecidos esta´ intimamente ligada com a sua composic¸a˜o
biomolecular. Neste processo um fo´ton e´ absorvido se a energia se localiza dentro do
intervalo dos estados de energia interna da biomole´cula. A mole´cula ou conjunto de
mole´culas que absorvem certos comprimentos de onda na luz vis´ıvel ou no NIR sa˜o cha-
mados de cromo´foros. Os tecidos biolo´gicos possuem va´rios cromo´foros, cada um com seu
pro´prio espectro de absorc¸a˜o, que contribuem para a atenuac¸a˜o da luz. Isto faz com que
a intensidade da onda seja diminu´ıda ao se propagar no tecido.
Como meio para a propagac¸a˜o da luz, os tecidos na˜o possuem cromo´foros intr´ınsecos
que poderiam absorver fortemente a radiac¸a˜o dentro do regime de NIR, atingindo seu
valor ma´ximo de transpareˆncia e dando lugar a` existeˆncia de uma janela o´ptica (tambe´m
chamada de janela terapeˆutica). Esta caracter´ıstica permite realizar medic¸o˜es espec-
trosco´picas da luz depois de atravessar va´rios cent´ımetros no tecido. No entanto, no re-
gime espectral da luz vis´ıvel e do ultravioleta, o tecido e´ altamente absorvedor, limitando
a aplicabilidade da te´cnica de espectroscopia o´ptica de difusa˜o para tecidos profundos
nesta regia˜o de comprimentos de onda.
A a´gua (H2O) e´ o cromo´foro dominante nos tecidos biolo´gicos, com um valor me´dio de
70% da massa corporal para um homem adulto. A distribuic¸a˜o percentual da a´gua nos
o´rga˜os do corpo humano depende principalmente dos componentes do tecido, e varia de
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Figura 3.2: Espectro de absorc¸a˜o dos principais cromo´foros dos tecidos biolo´gicos.
regia˜o a regia˜o do corpo. Para o caso do tecido adiposo, por exemplo, a concentrac¸a˜o de
a´gua e´ de 10%; para o sangue, e´ de 60%. Enta˜o para a ana´lise espectrosco´pica do tecido
adiposo a contribuic¸a˜o da a´gua na absorc¸a˜o pode ser desprez´ıvel, mas para o sangue
e´ significativa. A a´gua tem a carater´ıstica de absorver fortemente antes de 300 nm e
depois de 1000 nm , pore´m entre a regia˜o de 300 nm ate´ 1000 nm a a´gua apresenta
relativamente baixa absorc¸a˜o. Esta faixa de comprimentos de onda atua como um regime
de transpareˆncia para a luz vis´ıvel e o infravermelho pro´ximo.
Outro cromo´foro importante e´ a Hemoglobina, mole´cula que se encontra dentro das
ce´lulas vermelhas (eritro´citos) e que tem como principal funcionalidade o transporte de
97% de oxigeˆnio e posterior liberac¸a˜o no tecido.
Cada mole´cula de Hemoglobina e´ formada de 4 prote´ınas globulares, duas do tipo α e
duas tipo β . Cada prote´ına globular conteˆm um grupo Hemo e cada grupo Hemo possui
uma mole´cula diatoˆmica de ferro Fe+2 que se unira´ a uma mole´cula diatoˆmica de oxigeˆnio,
O2 [28].
Na figura 3.3 se apresenta a estrutra de dois derivados da hemoglobina. Quando a
mole´cula de ferro esta´ ligada a` mole´cula de oxigeˆnio a hemoglobina se encontra estrutu-
ralmente em um estado de relaxamento, chamado de oxi-hemoglobina [29] (geralmente
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Figura 3.3: Estrutura molecular de (a) desoxi-hemoglobina e (b) oxi-hemoglobina.
A estrura da hemoglobina permanece num estado relaxado ao unirse com o oxigeˆnio e
passa ao estado tenso ao liberar o oxigeˆnio. (Direitos autorais de Irving Geis, Howard
Hughes Medical Institute.)
representado por HbO ou HbO2). Por outro lado ao liberar o oxigeˆnio a hemoglobina
passa para uma conformac¸a˜o tensa, chamado de desoxi-hemoglobina [30] (geralmente re-
presentado por HbR ou Hb ). A diferenc¸a estrutural e a pro´pria presenc¸a de oxigeˆnio
altera a configurac¸a˜o dos n´ıveis de energia da mole´cula, contribuindo para que o espectro
de absorc¸a˜o seja diferente, especialmente para o NIR [31].
Podemos ver na figura 3.2 que o espectro da hemoglobina desoxigenada e´ altamente
absorvedor para comprimentos de onda menores que 800 nm. Apo´s esta regia˜o, a he-
moglobina oxigenada passa a ser mais absorvedora que a hemoglobina desoxigenada. O
ponto onde os dois espectros se intersectam ocorre perto de 803 nm.
Outros derivados da hemoglobina, tais como a carboxi-hemoglobina (COHb) e a me-
tahemoglobina (MetHb) [32], podem estar presentes no sangue e contribuir para a ab-
sorc¸a˜o da luz. No entanto, em situac¸o˜es normais a presenc¸a destas mole´culas e´ muito
baixa, de forma que sua contribuic¸a˜o para o coeficiente de absorc¸a˜o do tecido biolo´gico
e´ geralmente desprez´ıvel. Estas concentrac¸o˜es sa˜o ainda mais baixas para o ce´rebro, e
ainda mais desprez´ıveis se considerarmos as alterac¸o˜es nas propriedades o´pticas derivadas
unicamente do metabolismo cerebral, que e´ o objetivo prima´rio de estudos envolvendo
espectroscopia o´ptica de difusa˜o.
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Figura 3.4: Espectro do coeficiente de absorc¸a˜o dos principais componentes da sangue
humana no regime de 500− 900nm.
Assim, a concentrac¸a˜o de hemoglobina total no tecido biolo´gico, medida atrave´s das
variac¸o˜es o´pticas, e´ muito bem aproximada (sem perda de generalidade alguma) por:
[HbT ] = [HbO2] + [Hb] (3.9)
onde a saturac¸a˜o funcional ou saturac¸a˜o de oxigeˆnio, StO2 , e´ definida como [17]
StO2 =
[HbO2]
[HbT ]
× 100%, (3.10)
sendo StO2 e´ uma medida da frac¸a˜o de oxigeˆnio em relac¸a˜o a` hemoglobina capaz de
transportar O2.
No tecidos biolo´gicos ha´ uma grande quantidade de arte´rias, veias, capilares e va-
sos sangu´ıneos, que tem como principal func¸a˜o a distribuic¸a˜o do oxigeˆnio no tecido. O
oxigeˆnio e´ liberado ao tecido por diferenc¸as de pressa˜o nos capilares e vasos sangu´ıneos,
propagando-se de forma difusiva dentro do tecido. Pore´m, a medic¸a˜o de StO2 corresponde
uma me´dia ponderada da saturac¸a˜o de oxigeˆnio no tecido.
Baseado na anterior argumentac¸a˜o pode-se dizer que os principais cromo´foros no tecido
biolo´gico que contribuem para a absorc¸a˜o sa˜o [H2O], [HbO2] e [Hb], e a partir da equac¸a˜o
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3.8 se obteˆm que
µa(λ)Total = εH2O(λ) [H2O] + εHbO2(λ) [HbO2] + εHb(λ) [Hb] (3.11)
A absorc¸a˜o da a´gua e´ estudada ha´ muito tempo por diferentes pesquisadores, tanto que
na literatura se conhece com grande precisa˜o a absorc¸a˜o da a´gua pura ([H2O] = 1) para
um grande regime de comprimentos de onda (200nm ate´ 200µm) [33]. Por esse motivo so´
se precisa saber a frac¸a˜o de a´gua, fH2O , no tecido estudado para prever sua contribuic¸a˜o.
Com isso, a absorc¸a˜o total no tecido pode ser estabelecida como
µa(λ)Total = µaH2O(λ)fH2O + εHbO2(λ) [HbO2] + εHb(λ) [Hb] (3.12)
Ao incidir luz no infravermelho pro´ximo no tecido biolo´gico, as propriedades o´pticas e
as concentrac¸o˜es dos cromo´foros estara˜o pre´-estabelecidas. Para o tecido cerebral em
humanos sadios, por exemplo, as concentrac¸o˜es tem valores aproximados de fH2O = 0.6,
[HbO2] = 60µMol e [Hb] = 40µMol . Baseados nestes valores, a absorc¸a˜o total pode ser
obtida para cada comprimento de onda, como esta´ exposto na figura 3.4.
3.2 Origem do espalhamento
Em termos macrosco´picos, o espalhamento de uma onda pode ser visto como uma dis-
torc¸a˜o da frente de onda devido a` na˜o homogeneidade do meio onde a onda se propaga,
forc¸ando a energia transportada pela onda a propagar-se em novas direc¸o˜es. Se a na˜o
homogeneidade e´ localizada, a regia˜o e´ chamada de centro espalhador. Considerando o
exemplo de um a´tomo livre no espac¸o, que esta´ composto por um nu´cleo de carga posi-
tiva devido aos pro´tons, e ao redor tem uma nuvem de ele´trons com carga negativa, ao
interagir com uma onda eletromagne´tica as cargas sa˜o forc¸adas a oscilar na frequeˆncia do
campo incidente. As cargas aceleradas radiara˜o a energia eletromagne´tica em todas as
direc¸o˜es com a mesma frequeˆncia da onda incidente.
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Para um centro espalhador, a sec¸a˜o de choque de espalhamento, σs [cm
2], pode ser
definida em func¸a˜o da poteˆncia espalhada, Ps [W ], e uma onda plana incidente mono-
croma´tica de intensidade I0 [W/cm
2] [28]:
σs(Ωˆ) =
Ps
I0
, (3.13)
onde Ωˆ e´ a direc¸a˜o de propagac¸a˜o da onda plana incidente relativa ao espalhador (ver
figura 3.5). A distribuic¸a˜o angular da radiac¸a˜o espalhada e´ dada pela sec¸a˜o de choque
diferencial [28],
dσs(Ωˆ, Ωˆ
′
)
dΩ
′ , (3.14)
onde Ωˆ′ define o eixo do cone do aˆngulo so´lido ˆdΩ′. Integrando sobre todos os aˆngulos
so´lidos pode-se obter outra relac¸a˜o para a sec¸a˜o de choque:
σs(Ωˆ) =
∫
4pi
dσs(Ωˆ, Ωˆ
′
)dΩ
′
, (3.15)
que descreve a probabilidade de interac¸a˜o entre o campo incidente e o campo espalhado.
Normalizando a sec¸a˜o de choque diferencial com a sec¸a˜o de choque para um u´nico espa-
lhador obte´m-se a func¸a˜o de fase de espalhamento definida no cap´ıtulo anterior:
f(Ωˆ, Ωˆ
′
) =
1
σs(Ωˆ)
dσs(Ωˆ, Ωˆ
′
)
dΩ
′ . (3.16)
Integrando sobre todos os aˆngulos so´lidos obte´m-se que f(Ωˆ, Ωˆ
′
) e´ igual a 1, ou seja,∫
4pi
f(Ωˆ, Ωˆ
′
)dΩ
′
= 1. (3.17)
Para o espalhamento de part´ıculas f´ısicas, a func¸a˜o de fase pode ser calculada com
relativa facilidade. Enta˜o temos que as interac¸o˜es ela´sticas entre o fo´ton incidente e o
fo´ton espalhador podem ser completamente descritas pelos paraˆmetros σs(Ωˆ) e f(Ωˆ, Ωˆ
′
) .
O espalhamento depende da polarizac¸a˜o da onda incidente, pois a sec¸a˜o de choque pode
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Figura 3.5: Representac¸a˜o de um evento de espalhamento ela´stico. O fo´ton na˜o sofre
perda de energia, a trajeto´ria muda pela interac¸a˜o com a particula esplhadora.
ser diferente para distintas orientac¸o˜es da luz incidente. Mas sera´ assumido que os centros
espalhadores sa˜o geometricamente sime´tricos, o que e´ equivalente a dizer que a sec¸a˜o de
choque e´ independente da direc¸a˜o da luz incidente, σs(Ωˆ) = σs.
Novamente se retomara´ o conceito do fo´ton para descrever a interac¸a˜o da luz com o
centro espalhador. Temos que a sec¸a˜o de choque diferencial vai depender exclusivamente
da orientac¸a˜o do fo´ton incidente e do fo´ton espalhado, permitindo-se escrever a sec¸a˜o de
choque diferencial em func¸a˜o do cosseno do aˆngulo das duas orientac¸o˜es
dσs(Ωˆ, Ωˆ
′
)
dΩ
′ =
dσs(Ωˆ · Ωˆ
′
)
dΩ
′ . (3.18)
Ate´ este parte na˜o se tinha nomeado a dependeˆncia de σs e de todos seus derivados
com o comprimento de onda, λ, do fo´ton incidente (mesmo sabendo que o tamanho
do comprimento da onda estaria relacionado com o tipo de espalhamento). Para um
centro espalhador com dimenso˜es geome´tricas definidas, pode-se encontrar dois tipos de
modelos de espalhamento. O primeiro modelo e´ utilizado quando o comprimento de onda
e´ significativamente maior que o tamanho do centro espalhador. Este modelo e´ conhecido
como regime de Rayleigh. Neste caso, a sec¸a˜o de choque e´ inversamente proporcional
ao inverso da poteˆncia quarta do comprimento da onda do fo´ton incidente, σs ∝ λ−4.
Esta condic¸a˜o e´ a base do espalhamento de Rayleigh. O segundo modelo foi desenvolvido
Cap´ıtulo 3. CW-DOS multiespectral: problema direto 41
por Gustav Mie em 1908, onde a partir da soluc¸a˜o exata das equac¸o˜es de Maxwell para
a onda espalhada descreve o espalhamento para o caso no qual o centro espalhador e´
esfe´rico e homogeˆneo, e suas dimenso˜es sa˜o compara´veis com o comprimento de onda da
luz incidente. Nestas condic¸o˜es se produz o espalhamento de Mie [34].
Para pequenas part´ıculas espalhadoras tipo Rayleigh com orientac¸a˜o aleato´ria, o espa-
lhamento e´ isotro´pico. No entanto, para o espalhamento de Mie a forma exata da func¸a˜o
de fase depende do tamanho e da geometria da part´ıcula (esferas), mas geralmente se
assume que e´ independente da direc¸a˜o de propagac¸a˜o do fo´ton. Isto foi dado como uma
condic¸a˜o no cap´ıtulo anterior com a equac¸a˜o 2.7, onde e´ comumente assumido que a pro-
babilidade e´ sime´trica para o aˆngulo azimutal, φ. Neste caso a func¸a˜o de fase so´ depende
do aˆngulo θ de espalhamento relativo a` direc¸a˜o do fo´ton incidente,
f(Ωˆ · Ωˆ
′
) = f(cos θ). (3.19)
Uma expressa˜o muito famosa e´ a func¸a˜o de fase de Henyey-Greenstein, que foi inicialmente
proposta para o estudo da radiac¸a˜o interestelar difusa, mas e´ uma boa aproximac¸a˜o para
o espalhamento Mie [14],
f(cos θ) =
1
4pi
1− g2
(1 + g2 − 2g cos θ)3/2
, (3.20)
onde o termo g =< cos θ > e´ chamado de fator de anisotropia, e que representa uma
medida da quantidade de direc¸a˜o do fo´ton que e´ mantida apo´s um espalhamento simples.
Este termo e´ igual a` me´dia do cosseno do aˆngulo de espalhamento, θ, e e´ calculada a
partir de todos os poss´ıveis aˆngulos de espalhamento que ocorrem apo´s da interac¸a˜o do
fo´ton com o centro espalhador.
A partir deste ponto se assumira´ que o fo´ton e´ espalhado no tecido segundo o modelo
da teoria de espalhamento Mie. No entanto, esta considerac¸a˜o na˜o e´ arbitra´ria, ja´ que
ao olhar os tecidos biolo´gicos vemos que os seus constituintes tem tamanhos entre 1 nm
e 100 µm (ver figura 3.6), faixa de valores que tem ordem semelhante aos comprimentos
de onda no infravermelho pro´ximo (entre 0.5 e 1µm). Portanto esta condic¸a˜o e´ suficiente
para assumir o modelo Mie. Antes de entrar na discussa˜o do espalhamento no tecido
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Figura 3.6: Escala de tamanhos dos componentes do tecido biolo´gico
biolo´gico devemos compreender como as propriedades o´pticas esta˜o relacionadas com os
componentes do meio.
3.2.1 Espalhamento simples
Se considera espalhamento simples a interac¸a˜o capaz de espalhar um fo´ton uma u´nica vez.
Esta e´ uma definic¸a˜o ideal, entretanto, quando temos um nu´mero baixo de espalhadores
num meio, o fo´ton apresenta uma baixa probabilidade de ser espalhado mu´ltiplas vezes.
Neste caso tambe´m pode-se considerar a interac¸a˜o como espalhamento simples. Para um
meio com uma densidade ρ de espalhadores ideˆnticos, o coeficiente de espalhamento, µs
[cm−1], pode ser descrito por [28]
µs = ρsσs. (3.21)
O coeficiente de espalhamento descreve a probabilidade de interac¸a˜o do fo´ton e o centro
espalhador apo´s percorrer uma distaˆncia unita´ria.
Para o espalhamento simples e´ assumido que a densidade de espalhadores no meio
e´ pequena, considerando o meio como teˆnue. No entanto, esta considerac¸a˜o e´ relativa,
devido a` dependeˆncia de µs com λ, o que nos diz que um meio pode se comportar como
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teˆnue para um regime de comprimentos de ondas e comportar-se diferente para outros
regimes ainda se a densidade se mante´m invaria´vel.
3.2.2 Mu´ltiplos espalhamentos
Para um determinado regime de comprimentos de ondas, a probabilidade de um fo´ton so-
frer mu´ltiplos espalhamentos simples e´ alto, se a densidade de espalhadores e´ alta tambe´m.
Consequentemente, a propagac¸a˜o torna-se aleato´ria, obrigando os fo´tons a fazer trajeto´rias
randoˆmicas em todo o meio. O tratamento para descrever mu´ltiplos espalhamentos na˜o e´
trivial. No entanto, pode-se proceder para posic¸o˜es determinadas e orientac¸o˜es aleato´rias
dos espalhadores, o que nos coloca no marco da descric¸a˜o estat´ıstica, fato inserido na
sec¸a˜o anterior com a definic¸a˜o do coeficiente de espalhamento em func¸a˜o da densidade
dos espalhadores. De forma geral para um meio, o espalhamento total na presenc¸a de
N espalhadores com densidades ρi e sec¸a˜o de choque individual σsi pode ser considerado
como a contribuic¸a˜o de cada tipo de espalhador:
µs =
N∑
i=1
ρsiσsi . (3.22)
O inverso do coeficiente de espalhamento e´ o livre caminho me´dio, ls [cm], interpre-
tado como a distaˆncia me´dia que o fo´ton percorre entre dois eventos consecutivos de
espalhamento [28]:
ls =
1
µs
. (3.23)
Os meios turvos sa˜o aqueles meios com coeficiente de espalhamento significativamente
maior que os meios teˆnues para um certo comprimento de onda. Neste caso o fo´ton
apresenta mu´ltiplos espalhamentos devido a` curta distaˆncia me´dia percorrida.
Meios que conteˆm diferentes tipos de part´ıculas que possuem sec¸o˜es de choque depen-
dentes da direc¸a˜o de incideˆncia sa˜o considerados anisotro´picos. Relembrando a argu-
mentac¸a˜o exibida no cap´ıtulo anterior, a migrac¸a˜o de fo´tons esta´ baseada no fato que o
meio e´ isotro´pico; do contra´rio o modelamento da equac¸a˜o de difusa˜o falha. Enta˜o se deve
fazer uma correc¸a˜o em meios anisotro´picos para garantir a isotropia do sistema. Isto e´
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poss´ıvel usando o paraˆmetro de anisotropia g para obter uma nova propriedade o´ptica,
chamada de coeficiente de espalhamento reduzido:
µ
′
s = µs(1− g) (3.24)
Pode-se notar que para g = 0 o coeficiente de espalhamento reduzido e´ igual ao coeficiente
de espalhamento, que e´ o caso para meios isotro´picos.
A teoria de Mie nos diz que o comportamento do coeficiente de espalhamento reduzido
e´ regido por uma lei de poteˆncia em func¸a˜o do comprimento de onda [27],
µ
′
s(λ) = aλ
−b, (3.25)
onde a e´ chamado de pre´-fator de espalhamento e esta´ relacionado com a densidade dos
espalhadores; b e´ a poteˆncia de espalhamento, relacionada com o tamanho dos centros
espalhadores. Para fins pra´ticos, a equac¸a˜o 3.25 e´ normalizada com respeito a um valor
λ0. Este fato obriga ao pre´-fator de espalhamento possuir unidades de [cm
−1], enta˜o na
pra´tica temos que
µ
′
s(λ) = a
(
λ
λ0
)−b
. (3.26)
3.2.3 Espalhamento no tecido
Ao estudar um meio como o tecido biolo´gico e´ fa´cil perceber que se trata de um meio com-
plexo, principalmente porque e´ formado por diferentes part´ıculas, mole´culas e estruturas
(como as ce´lulas e suas organelas) com diferentes propriedades, tamanhos e densidades
em cada regia˜o do corpo. Este conjunto de constituintes contribui nas variac¸o˜es espaciais
e temporais do ı´ndice de refrac¸a˜o do meio; deste ponto de vista do espalhamento pode-se
expressar o ı´ndice de refrac¸a˜o cont´ınuo com uma relac¸a˜o relativamente simples
n(r, t) = neff + ne(r, t), (3.27)
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onde neff e´ o ı´ndice de refrac¸a˜o efetivo do meio, e ne(r, t) e´ a variac¸a˜o do ı´ndice refrac¸a˜o
com respeito a neff no ponto r e tempo t dentro do meio. No regime NIR, para os tecidos
biolo´gicos o ı´ndice de refrac¸a˜o neff varia entre 0.04 e 0.1 [12].
Ao assumir o modelo de espalhamento de Mie para a propagac¸a˜o da luz no tecido
biolo´gico, a abordagem nos da´ uma se´rie de candidatos para saber quais os principais
componentes do tecido que tem a func¸a˜o de espalhar a luz.
O regime utilizado e´ o infravermelho pro´ximo, que corresponde a comprimentos de onda
entre 650 − 900 nm. Isto nos indica que as componentes com forma globular e diaˆmetro
aproximado a centenas de nanoˆmetros sa˜o os principais centros espalhadores de luz, que
correspondem a`s dimenso˜es das hema´cias (ou celulas vermelhas) do corpo (ver figura 3.6).
Ao inserir luz no tecido biolo´gico, as ce´lulas vermelhas espalham os fo´tons, e o coeficiente
de espalhamento dependera´ da densidade dos centros espalhadores como tambe´m dos
comprimentos de ondas dos fo´tons inseridos, como explica a equac¸a˜o 3.26. Se fazemos
o exerc´ıcio usando uma laˆmpada com espectro continuo (que principalmente emita em
regime NIR) para um caso concreto como por exemplo o ce´rebro, onde o paraˆmetros
a ≈ 24.2cm−1 e b ≈ 1.611, a forma do espalhamento em func¸a˜o de λ e´ o mostrado na
figura 3.7.
Ate´ o momento se tem discutido os conceitos ba´sicos de absorc¸a˜o e espalhamento de
forma separada, e focado essencialmente no tecido biolo´gico. Mas como foi visto, para o re-
gime do infravermelho pro´ximo existe uma janela o´ptica que permite que a luz se propague
alguns cent´ımetros dentro do tecido antes de ser absorvida [21] ou ser espalhada mu´ltiplas
vezes por ser um meio turvo neste regime. Este comportamento possibilita que alguns
fo´tons tomem trajeto´rias de volta, na direc¸a˜o da superf´ıcie de incideˆncia, caracter´ıstica
esta que permite que a radiac¸a˜o espalhada seja coletada por um detector. A intensidade
de luz que volta na mesma superf´ıcie de incideˆncia e´ conhecida como refletaˆncia, definida
como [19]
R(λ, r) = αφ(λ, r) + β∇φ(λ, r), (3.28)
onde ∇φ(λ, r) representa o fluxo dos fo´tons que chegam na superf´ıcie, e α e β sa˜o
paraˆmetros de proporcionalidade. Esta relac¸a˜o e´ fundamental ja´ que relaciona as in-
tensidades coletadas pelo detector e a teoria da propagac¸a˜o difusiva da luz.
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Figura 3.7: Coeficiente de espalhamento reduzido para o ce´rebro em func¸a˜o do com-
primento de onda.
3.3 Problema multiespectral direto
Vimos que, se as concentrac¸o˜es dos cromo´foros, e a densidade e tamanho dos centros
espalhadores sa˜o conhecidos, enta˜o se obte´m a absorc¸a˜o e o espalhamento em func¸a˜o
do comprimento de onda com as equac¸o˜es 3.8 e 3.26. Consequentemente, a flueˆncia
pode ser obtida em func¸a˜o do comprimento de onda para uma distaˆncia fonte-detector
definida. A partir da flueˆncia a refletaˆncia e´ finalmente obtida, que pode ser comparada
com as medidas experimentais. O problema de determinar a refletaˆncia da luz a partir
das propriedades do meio (concentrac¸a˜o dos cromo´foros, densidade e tamanho dos centros
espalhadores) e´ conhecido como problema direto.
Em s´ıntese, ao se conhecer µa(λ) e µ
′
s(λ) para um tecido a refletaˆncia pode ser obtida
atrave´s do formalismo matema´tico do cap´ıtulo anterior. Na figura 3.8 se mostra a flueˆncia
calculada para o ce´rebro a partir dos valores fisiolo´gicos mostrados nas sec¸o˜es anteriores,
para uma separac¸a˜o fonte-detector ρ = 1 cm. Pode-se notar que o comportamento da
Cap´ıtulo 3. CW-DOS multiespectral: problema direto 47
Figura 3.8: Espectro da flueˆncia. Flueˆncia calculada para o ce´rebro a patir de valores
fisiolo´gicos, HbO = 60 µM , Hb = 40 µM e H2O = 60%.
flueˆncia e´ outra evideˆncia do comportamento de meio turvo do tecido no regime do infra-
vermelho pro´ximo. Para comprimentos de onda menores que 600nm a flueˆncia e´ zero, ou
seja, a luz espalhada na˜o consegue voltar do tecido, pois como anteriormente foi discutido
a luz destes comprimentos de onda e´ rapidamente absorvida pela hemoglobina. Por outro
lado, para valores maiores que 600 nm a flueˆncia apresenta valores significativos, pois a
maioria da radiac¸a˜o nesta faixa do espectro e´ espalhada mu´ltiplas vezes conseguindo se
propagar no tecido e retornar a` superf´ıcie de detecc¸a˜o.
Outra considerac¸a˜o que devemos ter presente e´ a distaˆncia fonte-detector, ja´ que o
comportamento da flueˆncia decresce exponencialmente para cada comprimento de onda,
como mostra a figura (3.9).
Ate´ aqui vimos que e´ poss´ıvel obter a flueˆncia a partir das propriedades inerentes ao
tecido, reduzindo o estudo de um meio complexo a` obtenc¸a˜o de dois paraˆmetros o´pticos,
µa(λ) e µ
′
s(λ). Isto nos motiva a analisar a possibilidade inverter o problema, ou seja a
partir dos valores de flueˆncia obter as propriedades o´pticas e inferir as propriedades fi-
siolo´gicas absolutas do meio turvo. No entanto, este e´ um problema que na˜o tem soluc¸a˜o
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Figura 3.9: Flueˆncia em func¸a˜o da separac¸a˜o fonte-detector. Flueˆncia apresenta uma
diminuic¸a˜o exponencial ao incrementar a separac¸a˜o fonte-detector.
u´nica. Ou seja, ha´ va´rias combinac¸o˜es das propriedades fisiolo´gicas absolutas que pode-
riam levar ao mesmo valor de refletaˆncia. Nossa hipo´tese se baseia na ideia de usar va´rios
comprimentos de onda (multi-espectro) para restringir o espac¸o amostral das diferentes
combinac¸o˜es poss´ıveis. Esta possibilidade e´ desenvolvida no cap´ıtulo seguinte.
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Cap´ıtulo 4
CW-DOS multiespectral: problema
Inverso
No cap´ıtulo 2, foi exposta a metodologia para a extrac¸a˜o das propriedades o´pticas ab-
solutas dos tecidos a partir de medic¸o˜es de flueˆncia e fluxo na superf´ıcie do tecido por
meio das te´cnicas convencionais em o´ptica de difusa˜o, TD-DOS e FD-DOS. Em qual-
quer caso de o´ptica de difusa˜o, dados de refletaˆncia sa˜o obtidos apo´s iluminar o tecido
com uma fonte que possui caracter´ısticas espec´ıficas, que sa˜o determinadas pelo tipo de
metodologia. Como resultado, os coeficientes µa e µ
′
s(λ) podem ser inferidos, e a partir
deles a informac¸a˜o fisiolo´gica e´ estimada. No entanto, para obter as propriedades o´pticas
e´ necessa´rio um procedimento para tratar os dados coletados. Este procedimento na˜o e´
trivial, pois requer uma se´rie de considerac¸o˜es e passos cruciais para inferir os paraˆmetros
o´pticos. Alguns dos aspectos para a ana´lise de medidas experimentais em FD-DOS foram
discutidos na sec¸a˜o 2.2.3 desta dissertac¸a˜o.
Nas sec¸o˜es anteriores vimos que usando as metodologias da TD-DOS e FD-DOS as
propriedades o´pticas absolutas sa˜o obtidas a partir de simples medic¸o˜es de refletaˆncia.
Agora, se usamos fontes CW sera´ poss´ıvel extrair as propriedades o´pticas absolutas de um
meio turvo? Para tentar responder este questionamento vamos discutir as possibilidades
que temos com base no uso de fontes CW.
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A implementac¸a˜o no laborato´rio da metodologia CW-DOS consiste no uso de fontes
de intensidade constante no tempo para a extrac¸a˜o de propriedades o´pticas absolutas
do meio. Este tipo de abordagem e´ de grande interesse na pra´tica por causa da ra´pida
aquisic¸a˜o de dados com ajuda de detectores simples e o uso de fontes de luz baratas
e comuns comercialmente. Teoricamente, vimos que usando o me´todo das imagens, a
soluc¸a˜o da flueˆncia para um meio semi-infinito esta´ dada pela equac¸a˜o (soluc¸a˜o dada no
cap´ıtulo 2):
φ (λ) =
υ
4piD
[
e−µeff ·r1
r1
− e
−µeff ·r2
r2
]
. (4.1)
Temos que a partir da flueˆncia e da equac¸a˜o 3.28, podemos conhecer a frac¸a˜o da luz que
chega de volta na superf´ıcie, ou seja, em z = 0. Esta frac¸a˜o e´ a refletaˆncia, que e´ dada
por:
R (ρ) =
v
4piD
(
z0
(
µeff +
1
r1
)
e−µeff ·r1
r21
+ (z0 + 2zb)
(
µeff +
1
r1
)
e−µeff ·r2
r22
)
. (4.2)
Esta equac¸a˜o e´ conhecida como a soluc¸a˜o para a refletaˆncia com resoluc¸a˜o espacial na
condic¸a˜o de contorno extrapolada. Trabalhar com base nesta equac¸a˜o na˜o e´ trivial, ja´
que a extrac¸a˜o do coeficiente efetivo e´ complicada. Tambe´m pode-se ter outra soluc¸a˜o sob
a aproximac¸a˜o adicional chamada de condic¸a˜o de zero na fronteira, que consiste em supor
que a flueˆncia e´ zero na fronteira f´ısica. Isto nos leva a refletir sobre as caracter´ısticas da
fronteira. Para cumprir esta condic¸a˜o temos que garantir que a fronteira e´ constitu´ıda
exclusivamente por absorvedores, ou seja, a absorc¸a˜o na superf´ıcie deve ter altos valores
de tal forma que a flueˆncia na fronteira e´ totalmente absorvida (o que difere do caso real).
A refletaˆncia sob estas condic¸o˜es pode ser derivada a partir de R(λ, ρ), assumindo que
zb = 0 e que o r1 = r2 = r, obtendo a seguinte expressa˜o:
R (ρ) =
vz0
2piD
(
µeff +
1
r
)
e−µeff
r2
(4.3)
No entanto, esta condic¸a˜o e´ interessante porque pode-se extrair µeff a partir de simples
medidas de refletaˆncia para diferente separac¸o˜es de ρ na superf´ıcie do tecido (lembre-se
que r(ρ)). Por enquanto, a implementac¸a˜o de fontes cont´ınuas CW so´ permite extrair o
coeficiente efetivo, µeff =
√
3µa(µa + µ
′
s), sendo irrealiza´vel a separac¸a˜o dos coeficientes
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de espalhamento e de absorc¸a˜o sem uma informac¸a˜o adicional [16]. Este fato consequen-
temente impede a extrac¸a˜o de informac¸a˜o fisiolo´gica relevante, sendo a CW utilizada
apenas para inferir variac¸o˜es nas concentrac¸o˜es de hemoglobina. Isto faz que a metodolo-
gia CW-DOS tenha sido desconsiderada para o objetivo de extrac¸a˜o dos valores absolutos
das propriedades o´pticas, sendo a metodologia FD-DOS a primeira opc¸a˜o (em termos
de custo e simplicidade em comparac¸a˜o com TD-DOS) para a extrac¸a˜o de informac¸a˜o
fisiolo´gica de forma na˜o invasiva.
Este fato fica manifesto ao realizar um simples problema de laborato´rio. Ao preparar
um phantom l´ıquido (mescla que mimetiza as propriedades o´pticas de um material) usando
dois tipos de soluc¸o˜es dilu´ıdas em a´gua, e uma das soluc¸o˜es seja puramente absorvedora
num regime espec´ıfico, e a outra soluc¸a˜o seja fortemente espalhadora na mesma faixa
espectral, pode-se simular um meio turvo (µ′s >> µa). Ao implementar a te´cnica CW-
DOS, como resultado se extrai o coeficiente efetivo µeff , que por sua vez esta´ relacionado
com µa e µ
′
s de tal forma que
µ2eff = 3µa(µa + µ
′
s) (4.4)
Como a soluc¸a˜o espalhadora e´ a u´nica que contribui ao espalhamento no meio turvo,
temos que µ
′
s vai depender proporcionalmente da concentrac¸a˜o da soluc¸a˜o espalhadora cs
de tal forma que [35]
µ
′
s = ε
′
scs, (4.5)
onde ε
′
s o coeficiente de extinc¸a˜o reduzido para um meio puramente espalhador [cm
−1].
Sendo que a absorc¸a˜o e´ uma combinac¸a˜o linear dos cromo´foros presentes no meio turvo,
enta˜o para o phantom os cromo´foros que contribuem na absorc¸a˜o sa˜o a a´gua com concen-
trac¸a˜o cH2O e a soluc¸a˜o absorvedora com concentrac¸a˜o cx, pore´m temos que
µa = εxcx + εH2OcH2O. (4.6)
Se a mistura esta´ contida num recipiente com o volume fixo, podemos relacionar a con-
centrac¸a˜o da a´gua como cH2O = 1− cs − cx [36], e a absorc¸a˜o fica como
µa = (εx − εH2O) cx + εH2O(1− cs) (4.7)
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Relacionando a equac¸a˜o 4.4 com 4.5 e 4.7 obtemos
µ2eff = 3
(
µ2aH2O
+ µaH20
(
µ
′
s + 2µax
)
+ µax
(
µax + µ
′
s
))
, (4.8)
onde µaH20 e´ o coeficiente de absorc¸a˜o da a´gua, µax e´ o coeficiente de absorc¸a˜o da soluc¸a˜o
absorvedora e µ
′
s e´ o coeficiente de espalhamento.
Pode-se ver a complicac¸a˜o desta func¸a˜o ao misturar so´ treˆs elementos, que se torna ainda
mais complexa ao misturar mais elementos. Extrair as propriedades o´pticas absolutas
desta soluc¸a˜o na˜o e´ fact´ıvel.
Pelo escrito acima, costuma-se usar fontes CW apenas para a extrac¸a˜o de variac¸o˜es
funcionais. Neste caso, a abordagem que se faz esta´ baseada na lei de Beer-Lambert
modificada, e com base nela se infere variac¸o˜es nas concentrac¸o˜es de oxi-hemoglobina e
desoxi-hemoglobina. Esta abordagem e´ comumente conhecida na literatura como espec-
troscopia no infravermelho pro´ximo (NIRS, em suas siglas em ingleˆs).
No cap´ıtulo 3, se estudou a lei de Beer-Lambert para um meio que e´ puramente absorve-
dor, e se derivou a absorbaˆncia (equac¸a˜o 3.5), a qual representa mudanc¸as na intensidade
que a luz sofre com respeito a` luz incidente por causa da absorc¸a˜o. No entanto, para
um meio turvo a lei de Beer-Lambert tera´ um termo a mais que contribui na diminuic¸a˜o
relativa da luz com respeito a` luz incidente. O termo que tambe´m contribui e´ o coeficiente
de espalhamento, o que da´ lugar a` lei de Beer-Lambert modificada,
I (λ) = I0 (λ) e
−µeffL , (4.9)
com a absorbaˆncia como
A (λ) = µeff (λ)L = − ln
I (λ)
I0 (λ)
. (4.10)
Fazendo medidas num tecido em func¸a˜o do tempo vamos ter uma dependeˆncia temporal
para a absorbaˆncia, dado por [13]
A (t, λ) = − ln
[
I (t, λ)
I0 (t, λ)
]
(4.11)
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Figura 4.1: Sinal representativo utilizando fontes de onda continua nas te´cnicas CW-
DOS / NIRS.
Variac¸o˜es temporais na concentrac¸o˜es dos cromo´foros em func¸a˜o do tempo num tecido
biolo´gico (devido a` variac¸a˜o temporal da hemoglobina presente no tecido) produzem va-
riac¸o˜es na absorbaˆncia ∆A, para um comprimento de onda espec´ıfico. Para um intervalo
de tempo, a absorc¸a˜o vai ter uma variac¸a˜o de µa a` µa + ∆µa, mas se assumimos que o
coeficiente de espalhamento permanece constante nesse intervalo, enta˜o a variac¸a˜o tem-
poral no coeficiente efetivo sa˜o originadas exclusivamente pelas variac¸o˜es na absorc¸a˜o
(∆µeff = µeff (∆µa, µ
′
s)) .
A resposta para um detector tem a forma que mostra a figura 4.1. Tomando um ponto
qualquer t no tempo e comparando-o com outro instante posterior, t + ∆t, temos que a
variac¸a˜o na absorbaˆncia medida no detector esta´ dado por
∆A (t) = − ln
[
I (t+ ∆t)
I (t)
]
. (4.12)
Segundo a teoria de Beer-Lambert modificado sob a aproximac¸a˜o de primeira ordem, a
variac¸a˜o da absorbaˆncia tambe´m e´ dada por
∆A(t) =
∂A(t, µeff )
∂µa
∆µa, (4.13)
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com ∆µa sendo a variac¸a˜o da absorc¸a˜o em dois instantes de tempo diferentes, ∆µa =
µa (t+ ∆t)− µa(t); ∂A(t,µeff )∂µa e´ o caminho o´ptico me´dio percorrido pelos fo´tons para um
conjunto de paraˆmetros o´pticos dados, chamado de trajeto´ria diferencial dos fo´tons, lDP ,
que surge como uma correc¸a˜o na lei de Beer-Lambert. Finalmente, pode-se relacionar as
mudanc¸as na absorc¸a˜o com a luz coletada pelo detector por meio de
− 1
lDP
ln
[
I (t+ ∆t)
I (t)
]
= εHbO2∆ [HbO2] + εHb∆ [Hb] . (4.14)
Fazendo medic¸o˜es simultaˆneas para dois comprimentos de ondas diferentes, pode-se resol-
ver o sistema de equac¸o˜es e extrair ∆[HbO2] e ∆[Hb]. Esta te´cnica e´ muito popular para
o estudo funcional do ce´rebro com base na luz, por causa de sua simplicidade para a im-
plementac¸a˜o. Para uma maior discussa˜o dos alcances desta te´cnica pode se inspecionar as
seguintes publicac¸o˜es [10, 33, 37–39] onde se mostra em detalhe a aplicabilidade de NIRS
para o estudo funcional em ce´rebros. Em resumo, temos que aplicando a te´cnica DOS
pode-se extrair os valores absolutos de µa e µ
′
s com base em duas metodologias: TD-DOS,
que usa fontes temporais, e; FD-DOS, que usa fonte moduladas. A metodologia CW-DOS,
que utiliza fontes cont´ınuas, na˜o consegue separar estes coeficientes o´pticos, e portanto
na˜o e´ usada para este objetivo. Por outro lado, quando se usa a fonte CW pode-se ex-
trair as variac¸o˜es dos coeficientes o´pticos (mas na˜o os valores absolutos). Este trabalho
foi desenhado para apresentar uma nova metodologia baseada em fontes cont´ınuas com
o objetivo de medir os valores absolutos das propriedades o´pticas. Nas seguintes sec¸o˜es
detalharemos nosso procedimento.
4.1 CW-DOS multiespectral
As teorias desenvolvidas ate´ agora mostram que existe uma dependeˆncia dos coeficientes
de espalhamento e de absorc¸a˜o com o comprimento de onda. Isto nos diz que os coefici-
entes o´pticos apresentam um espectro dentro do NIR, e consequentemente a refletaˆncia
apresentara´ tambe´m seu pro´prio espectro. A forma espectral para a refletaˆncia na˜o tem
um comportamento linear com respeito a λ, por esta raza˜o na˜o e´ poss´ıvel a extrac¸a˜o
dos coeficientes o´pticos por meio de uma ana´lise de regressa˜o linear ordina´ria. Contudo,
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me´todos de minimizac¸a˜o iterativa podem ser usados para resolver o problema inverso.
Estes me´todos consistem num processo matema´tico que obte´m o valor mı´nimo de uma
func¸a˜o de custo, χ2, que pode estar sujeita a um conjunto de condic¸o˜es (ou v´ınculos).
A func¸a˜o de custo relaciona um modelo teo´rico com uma se´rie de dados experimentais,
dando como resultado os paraˆmetros de acoplamento do problema. Este processo na˜o ga-
rante encontrar a soluc¸a˜o perfeita para o problema mas obte´m a melhor soluc¸a˜o poss´ıvel,
dependendo das condic¸o˜es as quais o problema esta´ sujeito. Em geral, os me´todos de
otimizac¸a˜o precisam de uma aproximac¸a˜o inicial (i.e., um chute inicial) para iniciar, e
com base no processo iterativo, gera uma sucessa˜o de aproximac¸o˜es para encontrar a
soluc¸a˜o do problema. Para nosso problema de otimizac¸a˜o, a func¸a˜o de custo depende dos
espectros da refletaˆncia experimental, Rexp, e a refletaˆncia teo´rica, Rteo (equac¸a˜o 4.2),
para fontes cont´ınuas. A minimizac¸a˜o desta func¸a˜o na˜o e´ simples, e se deve ter cuidado
com a selec¸a˜o do algoritmo iterativo de minimizac¸a˜o, ja´ que a emaranhada relac¸a˜o que
a refletaˆncia tem com os comprimentos de ondas (Rteo → φ → (µa, µ′s) → λ) contribui
para que os algoritmos convirjam a mı´nimos locais, dando valores de acoplamentos na˜o
aceita´veis dentro dos crite´rios f´ısicos do problema.
Os procedimentos de otimizac¸a˜o podem ser divididos em dois tipos: otimizac¸a˜o linear
e otimizac¸a˜o na˜o linear. A otimizac¸a˜o linear tem como objetivo solucionar problemas
lineares constitu´ıdos apenas por func¸o˜es e restric¸o˜es lineares. Por outro lado, a otimizac¸a˜o
na˜o linear trata func¸o˜es e restric¸o˜es lineares e na˜o lineares, sendo apenas necessa´rio que o
problema contenha uma func¸a˜o ou restric¸a˜o na˜o linear. Os problema que conte´m restric¸o˜es
lineares ou na˜o lineares tem que ser resolvido de maneira a obedecer a um conjunto
de restric¸o˜es fornecidas inicialmente. A existeˆncia destas restric¸o˜es, ou a falta delas,
caracterizam o problema em estudo e da´ uma ideia para a escolha do melhor me´todo de
otimizac¸a˜o a ser utilizado, de forma a encontrar a melhor soluc¸a˜o do problema. Para
resolver nosso problema usamos um me´todo de otimizac¸a˜o na˜o linear sem restric¸o˜es. A
metodologia foi desenvolvida para a reconstruc¸a˜o dos coeficientes o´pticos µa e µ
′
s a partir
de medidas de refletaˆncia em func¸a˜o de va´rios comprimentos de ondas.
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4.1.1 Otimizac¸a˜o na˜o linear sem restric¸o˜es
Os me´todos de otimizac¸a˜o na˜o linear podem ser classificados em dois grandes grupos:
me´todos determin´ısticos e me´todos estoca´sticos. Os me´todos determin´ısticos caracterizam-
se por resolver problemas com um nu´mero finito de passos ate´ uma precisa˜o garantida.
Estes tipos de algoritmos na˜o usam valores aleato´rios para executar o problema. Alguns
dos me´todos mais usados em pesquisa sa˜o o me´todo de Newton, quase-Newton, Nelder-
Mead e de ma´xima descida [40]. Os me´todos estoca´sticos trabalham de forma “aleato´ria
orientada”, onde a func¸a˜o objetivo e´ avaliada va´rias vezes, permitindo trabalhar simul-
taneamente com va´rios passos numa iterac¸a˜o, o que eleva o custo computacional destes
me´todos. Mas estes me´todos apresentam grande facilidade de implementac¸a˜o, sem impor
condic¸o˜es especiais a` func¸a˜o de custo (diferentemente dos me´todos determin´ısticos). Os
me´todos determin´ısticos mais usados para resolver problemas na˜o lineares sa˜o simulated
annealing (SA) e algoritmos gene´ticos (GA) [40].
Os me´todos de otimizac¸a˜o na˜o linear sem restric¸o˜es tem como objetivo solucionar pro-
blemas que na˜o esta˜o sujeitos a um conjunto de restric¸o˜es, na qual a func¸a˜o do problema
e´ na˜o linear. A formulac¸a˜o gene´rica que prossegue este tipo de me´todo e´ a seguinte:
min
x∈Rn
f(x),
com
x = [xmax, xmin], (4.15)
onde f(x) e´ a func¸a˜o de custo do problema, e x = [x1, x2, x3, · · · , xn] e´ o vetor de varia´veis
(vetor de estado), que esta´ delimitado por vetores de contorno ao qual o problema esta´
sujeito (regia˜o onde existe uma soluc¸a˜o aceita´vel).
Para nossa metodologia, o contorno esta´ ligado aos valores absolutos das propriedades
o´pticas do meio. Pore´m, os paraˆmetros do nosso problema de otimizac¸a˜o va˜o depen-
der do tipo de func¸a˜o de custo proposta e das varia´veis independentes. Devido a esta
complexidade alguns trabalhos realizam diferentes sequeˆncias ou estrate´gias para que o
algoritmo de otimizac¸a˜o obtenha soluc¸o˜es [41–43]. A func¸a˜o de custo, χ2(Rteo(λ), Rexp(λ)),
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tem paraˆmetros que permanecem constantes para mu´ltiplos comprimentos dentro da re-
fletaˆncia. Estes paraˆmetros sa˜o os coeficientes relacionados com µa e µ
′
s, que neste caso
sa˜o as concentrac¸o˜es dos cromo´foros (para a absorc¸a˜o) e os paraˆmetros da lei de poteˆncia
(a e b) para o espalhamento. Outro indicador de que estes paraˆmetros sa˜o o´timos para
nosso enfoque e´ que para diferentes distaˆncias fonte-detector a amplitude da refletaˆncia
cai exponencialmente a` medida que ρ aumenta, de forma que estes paraˆmetros ficam
invariantes (para estados estaciona´rios).
Para diferentes tipos de cromo´foros presentes no meio turvo, o nu´mero de paraˆmetros
x que minimiza a func¸a˜o de custo e´ igual a (N + 2), onde N e´ o nu´mero de concentrac¸o˜es
dos cromo´foros, acrescentados pelos dois paraˆmetros fixos que esta˜o relacionados com o
espalhamento. Enta˜o o paraˆmetro x que procura o me´todo de minimizac¸a˜o tem a seguinte
formatac¸a˜o:
x = (a, b, c1, c2, · · · , cN), (4.16)
com cN sendo as respectivas concentrac¸o˜es de cada tipo de cromo´foro presente no meio
turvo.
Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas diversas func¸o˜es do programa
MatLab (MathWorks, Inc., Milford, EUA), sendo implementada a func¸a˜o simulanne-
albnd como a base principal para a soluc¸a˜o de nosso problema de otimizac¸a˜o. A func¸a˜o
simulannealbnd utiliza o me´todo de simulated annealing. Esta func¸a˜o comec¸a a fazer a
minimizac¸a˜o a partir de uma aproximac¸a˜o inicial x0, e procura um mı´nimo para x na
regia˜o delimitada.
O me´todo de simulated annealing consegue diferenciar entre diferente mı´nimos locais,
permitindo encontrar o mı´nimo global. Seu procedimento tem analogia com o processo
f´ısico de cristalizac¸a˜o de so´lidos [40]. Ao esfriar lentamente um so´lido que encontra-se
numa temperatura T acima de seu ponto de fusa˜o, pode-se fazer que a´tomos que esta˜o
altamente excitados caiam em estados de mı´nima energia, produzindo uma estrutura
cristalina; se a temperatura desce rapidamente pode resultar num material com estru-
tura irregular e com defeitos. Analogamente, o me´todo de simulated annealing realiza
o mesmo processo para encontrar o mı´nimo global, relacionando cada fase do processo
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Figura 4.2: Diagrama de fluxo do me´todo de Simulated Annealing,
termodinaˆmico ao processo de otimizac¸a˜o, onde os estados do sistema, a energia, a mu-
danc¸a de estados e a temperatura correspondem respectivamente a`s soluc¸o˜es, o custo, as
soluc¸o˜es vizinhas e o paraˆmetro de controle.
A rotina de simulated annealing tem duas sec¸o˜es que variam com o nu´mero de iterac¸o˜es
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(cliclo interno) e o decaimento da temperatura (ciclo externo). A figura 4.2 mostra o
diagrama de fluxo da rotina do me´todo. Para iniciar a otimizac¸a˜o, precisa-se de um vetor
de paraˆmetros iniciais x0 e os limites superiores e inferiores, xmax e xmin. Se for necessa´rio
pode-se fornecer a toleraˆncia relativa, εf , e o nu´mero de iterac¸o˜es ma´ximo, imax. Para
cada iterac¸a˜o o algoritmo vai gerar um vetor y uniforme e aleato´rio de elementos entre
−1 e 1 para ser transformado pela func¸a˜o
g−1µ =
(1 + µ)|y| − 1
µ
sin(y), (4.17)
para | y |≤ 1, com
µ = 10100(
1
imax
)q (4.18)
para q > 0 chamado de fator de arrefecimento brusco. A partir deste vetor, se escolhe
aleato´riamente um sucessor do paraˆmetro antecedido de tal forma que xi+1 = N(xi) =
xi + g
−1
µ (y)(xmax − xmin). Se ∆f = f(xi+1) − f(xi) > 0 , a soluc¸a˜o xi+1 e´ aceita; caso
contra´rio, e´ submetida a outro crite´rio de avaliac¸a˜o. A partir de um nu´mero z gerado
aleatoˆriamente entre [0, 1], a soluc¸a˜o e´ aceita se a probabilidade do passo tomado e´ menor
que o nu´mero z; caso contra´rio, a soluc¸a˜o e´ rejeitada e se faz uma nova escolha aleato´ria
para encontrar um novo xi+1.
A probabilidade segue a forma da func¸a˜o de densidade de probabilidade de Boltzmann
[40],
p(∆x) = exp
(
−
(
1
imax
)q)
∆f
εf
. (4.19)
Os crite´rios de finalizac¸a˜o do algoritmo esta˜o relacionados com o nu´mero de iterac¸o˜es i
ou temperaturas. Alguns crite´rios sa˜o:
• Se o nu´mero de iterac¸o˜es espec´ıficas foram executadas;
• Se para um limiar de iterac¸o˜es ou temperaturas o me´todo na˜o tem aceito a nova
soluc¸a˜o;
• O mı´nimo valor de temperaturas na˜o tem sido aceito.
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O procedimento para a implementac¸a˜o e´ simples. A partir de uma aproximac¸a˜o inicial,
x0, procura-se paraˆmetros de sa´ıda. A rotina e execuc¸a˜o e´ ordenada em MATLAB com a
seguinte linha:
[x, fval] = simulannealbnd (f, x0, xmax, xmin) , (4.20)
onde f e´ a func¸a˜o objetivo a minimizar nas vizinhanc¸as de x0, na regia˜o delimitada por
xmax e xmin, os valores de sa´ıdas x para o qual fval e´ o valor mı´nimo da func¸a˜o objetivo.
4.2 Ana´lise de dados
Nossa metodologia esta´ baseada no algoritmo que foi desenvolvido para este trabalho. O
algoritmo esta´ representado pela figura 4.3, que mostra de forma sucinta o procedimento
da aquisic¸a˜o das propriedades o´pticas do tecido atrave´s de uma sequeˆncia de passos de
ana´lise feitas sobre as medic¸o˜es experimentais. As func¸o˜es que se encontram na caixa
azul pontilhada sa˜o os passos que realiza o algoritmo desenvolvido para extrac¸a˜o das
propriedades o´pticas do meio. A` continuac¸a˜o detalharemos cada fase do procedimento.
Inicialmente, medimos a refletaˆncia experimental, Rexp, para cada distaˆncia fonte-
detector a partir dos espectros das intensidades detectadas. O ca´lculo e´ feito a partir
da normalizac¸a˜o do espectros da intensidade refletida, Itecido, pela intensidade emitida
pela fonte na sa´ıda (ρ = 0), Ifonte . Para uma distaˆncia ρ sobre a superf´ıcie do tecido [41],
Rexp(λ, ρ) =
Itecido(λ, ρ)
Ifonte(λ)
. (4.21)
Ao fazer medidas de refletaˆncia se deve ter cuidado com algumas condic¸o˜es experi-
mentais que podem gerar erros, como a estabilidade da laˆmpada emissora (a amplitude
deve permanecer constante no per´ıodo da coleta de dados, pore´m a lampada deve ser
testado para garantir sua estabilidade) e a eficieˆncia quaˆntica do detector (que depende
do comprimento de onda).
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Figura 4.3: Diagrama de fluxo de nosso algoritmo CW-DOS multiespectral. O algo-
ritmo analisa dados da intensidade da luz apo´s de a interc¸a˜o com o tecido e recupera
os valores absolutos de absorc¸a˜o e espalhamento do tecido.
No seguinte passo, se usa o modelo teo´rico adotado para calcular o espectro da re-
fletaˆncia teo´rica, Rteo, dentro de regime NIR. Como vimos no cap´ıtulo anterior, a re-
fletaˆncia e´ uma func¸a˜o que depende da distaˆncia fonte-detector e dos coeficientes de
absorc¸a˜o e de espalhamento,
Rteo
(
µa (λ) , µ
′
s (λ) , ρ
)
= Rteo(λ, ρ) (4.22)
Este fato nos permite obter um espectro para a refletaˆncia teo´rica e que pode ser relaci-
onada com o espectro experimental. Em geral temos que
Rexp (λ, ρ) = γRteo(λ, ρ) (4.23)
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onde γ e´ um paraˆmetro de proporcionalidade. Este paraˆmetro de proporcionalidade pode
sumir normalizando com respeito a qualquer separac¸a˜o fonte-detector.
Depois de ter calculado as respectivas refletaˆncias, inicia-se a ana´lise para a estimac¸a˜o
dos paraˆmetros, que consiste basicamente na minimizac¸a˜o da func¸a˜o de custo que depende
das refletaˆncias obtidas no passo anterior, χ2(Rteo, Rexp). O problema de extrac¸a˜o de µa e
µ
′
s a partir de dados medidos de refletaˆncia gira ao redor minimizac¸a˜o da seguinte func¸a˜o,
que para nosso modelo e´ normalizada com respeito a` menor separac¸a˜o fonte-detector
χ2 (λ, ρ) =
N∑
i=1
 M∑
j=1
(
Rteo
(
λi, ρj
)
Rteo (λi, ρ1)
− Rexp
(
λi, ρj
)
Rexp (λi, ρ1 )
)2 , (4.24)
onde Rexp(λi, ρj) e´ o dado experimental correspondente ao comprimento de onda λi, e
separac¸a˜o fonte-detector ρj. O valor de Rteo(λi, ρj) corresponde a` refletaˆncia de nosso
modelo para o mesmo ponto. Os nu´meros N e M sa˜o, respectivamente, o nu´mero ma´ximo
de comprimentos de ondas dentro do regime de NIR e as separac¸o˜es fonte-detector. Logo
depois o algoritmo realiza o processo de minimizac¸a˜o de χ2(λ, ρ) por meio da func¸a˜o
simulannealbnd, obtendo os paraˆmetros que otimizam o problema,
xopt = (a, b, c1, c2, · · · , cN)opt (4.25)
Para cada dado espectral rodamos o procedimento de minimizac¸a˜o 100 vezes, alterando
o vetor de estados inicial, x0, em cada tentativa, dentro dos limites inferiores e superiores
previamente definidos. Este procedimento nos permitiu obter a me´dia e o desvio padra˜o
(e consequentemente o erro) de cada paraˆmetro que otimiza o problema. Os paraˆmetros
me´dios nos permitem reconstruir os coeficientes o´pticos do meio turvo estudado, pore´m,
o algoritmo realiza a reconstruc¸a˜o para mu´ltiplos comprimentos de ondas a partir das
equac¸o˜es 3.8 e 3.26
µa(λ) =
N∑
i=1
εi (λ) · ci, (4.26a)
µ
′
s (λ) = aλ
−b. (4.26b)
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Desta maneira os valores absolutos de absorc¸a˜o e espalhamento podem ser obtidos den-
tro de um regime espectral. A implementac¸a˜o desta metodologia para a ana´lise de tecidos
biolo´gicos tambe´m e´ de nosso interesse. Adicionalmente se fez mais uma etapa no algo-
ritmo, ao qual permite obter o grau de saturac¸a˜o de oxigeˆnio, StO2, do tecido estudado.
Usando a equac¸a˜o 3.10, ao qual foi anteriormente discutida em cap´ıtulos anteriores,
StO2 =
[HbO2]
[HbT ]
× 100%. (4.27)
Por meio deste procedimento pode-se extrair informac¸a˜o fisiolo´gica utilizando medidas
espectrais de refletaˆncia com fontes CW e detectores simples. No entanto, para poder
afirmar que o trabalho feito cumpre as expectativas e´ preciso que uma se´rie de validac¸o˜es
que permitam respaldar a metodologia CW-DOS multiespectral sejam realizados. Se-
guindo esta linha, o pro´ximo cap´ıtulo realiza a validac¸a˜o da metodologia apresentada
neste cap´ıtulo com dados experimentais.
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Cap´ıtulo 5
Validac¸a˜o experimental do CW-DOS
Multiespectral
Para a validac¸a˜o de nosso algoritmo se realizaram duas avaliac¸o˜es. Primeiramente foram
feitas medidas de refletaˆncia sobre um phantom l´ıquido preparado em nosso laborato´rio,
comumente utilizado para se caracterizar as propriedades o´pticas no NIR. Na segunda
avaliac¸a˜o foram analisados dados espectrais de refletaˆncia sobre um grupo de camundongos
de laborato´rio, obtidas experimentalmente na University of Pennsylvania (Philadelphia,
PA, EUA). Em ambos os casos o objetivo foi extrair a informac¸a˜o o´ptica e/ou fisiolo´gica
a partir de nosso algoritmo, e comparar com resultados dispon´ıveis na literatura. A`
continuac¸a˜o, descreveremos as condic¸o˜es de todas as medic¸o˜es e discutiremos os resultados
obtidos.
5.1 Experimentos em phantom l´ıquido
5.1.1 Protocolo experimental
O phantom utilizado no nosso experimento consistiu numa mistura aquosa que simula as
propriedades de um meio turvo dentro um regime de comprimentos de onda no vermelho
e infravermelho pro´ximo [44, 45]. O objetivo deste procedimento foi extrair os coeficientes
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de absorc¸a˜o µa e de espalhamento µ
′
s do meio preparado no regime espectral de uma fonte
de luz cont´ınua.
Usualmente, esta soluc¸a˜o aquosa e´ utilizada para calibrar os equipamentos de espec-
troscopia o´ptica de difusa˜o no domı´nio da frequeˆncia (FD-DOS) ou domı´nio do tempo
(TD-DOS) [4]. Para simular o comportamento difusivo na soluc¸a˜o aquosa se utilizou o
lipofundin 20%, que e´ uma emulsa˜o lip´ıdica de soja, homogeˆnea, este´ril e epirogeˆnica
para infusa˜o intravenosa. Esta emulsa˜o se caracteriza por ser fortemente espalhadora no
regime vis´ıvel e NIR, e tem baixa absorc¸a˜o (quase nula para baixas concentrac¸o˜es) na
mesma faixa espectral [36]. A emulsa˜o pode ainda ser dilu´ıda com outros l´ıquidos (como
a´gua e tinta) sem perder suas caracter´ısticas o´pticas. Para simular a absorc¸a˜o se utilizou
a tinta India Ink, que e´ um produto de fa´cil aquisic¸a˜o comercial. Sua composic¸a˜o qu´ımica,
baseada em part´ıculas de carbono suspensas num meio aquoso, contribui para que este
produto se comporte como um absorvedor puro no regime vis´ıvel e NIR. A tinta pode ser
misturada com suspenso˜es de baixa absorc¸a˜o e alta dispersa˜o como dio´xido de titaˆnio,
esferas de la´tex de poliestireno e emulso˜es lip´ıdicas, sem alterar as propriedades o´pticas
[46]. A preparac¸a˜o de um phantom l´ıquido para a simulac¸a˜o de um tecido a partir destes
elementos foi apresentada inicialmente por [42, 45, 47], que estabelecem as condic¸o˜es que
se devem cumprir para obter uma o´tima aproximac¸a˜o das propriedades o´pticas dos tecidos
a partir da mistura do Lipofundin 20% e da tinta India Ink.
Seguindo o procedimento de [4, 20, 44, 47], preparamos o phantom a partir da mistura
de 4 litros a´gua, 112.5ml de lipofundin 20% e 0.08ml de tinta India Ink, tudo isto contido
num Becker de vidro. O sistema de CW-DOS multiespectral utilizou como fonte de luz
um LED (Light Emitting Diode) de luz branca com modo de operac¸a˜o cont´ınuo. Um
espectroˆmetro (S2000, Ocean Optics) com regime de detecc¸a˜o na faixa de 550 nm ate´
820 nm foi utilizado como detector da luz espalhada. Ale´m disso, um conjunto de fibras
o´pticas foram utilizadas como guias de onda entre os componentes o´pticos e o phantom.
As medic¸o˜es das intensidades da luz, apo´s de incidir no phantom l´ıquido, foram feitas para
5 diferentes distaˆncias fonte-detector (ρ) : 1.52, 1.83, 2.23, 2.83 e 3.36 mm. A aquisic¸a˜o
dos dados foi mediante software OOIBase32 (versa˜o 2.0.6.5). A montagem experimental
esta´ ilustrada na figura 5.1.
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Figura 5.1: Esquema da configurac¸a˜o experimental para o phantom liquido.
5.1.2 Ana´lise de dados
Antes de processar a informac¸a˜o com o algoritmo, se deve conhecer os paraˆmetros ini-
ciais x0 do problema. Ja´ que o phantom foi feito no laborato´rio com base em produtos
comerciais, realizamos um procedimento estimativo para encontrar esses valores.
Para obter os paraˆmetros iniciais associados com o espalhamento a e b, usamos a
equac¸a˜o 3.26 de forma normalizada (isto e´ para garantir que o paraˆmentro a tenha uni-
dades de cm−1 ):
µ
′
s (λ) = a
(
λ
λ0
)−b
, (5.1)
sendo que as part´ıculas que contribuem para o espalhamento da luz no phantom sa˜o
os lip´ıdios do lipofundin (sendo desprez´ıvel a contribuic¸a˜o da a´gua e a tinta India Ink
[48]). Lembrando a equac¸a˜o 4.5 para o coeficiente de espalhamento reduzido em func¸a˜o
da concentrac¸a˜o clip , temos que
µ
′
s (λ) = ε
′
slip
(λ)clip, (5.2)
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λ(nm) 633 687 750 751 785 833
ε
′
slip
(cm−1) 263 231 214 205 194 185
Tabela 5.1: Coeficiente de extinc¸a˜o reduzido em func¸a˜o do comprimento de onda,
valores publicados por [47]
.
a (cm−1) b cink cH2O
xmin 1 −5 1× 10−6 0.7
xmax 5 −1 0.1 1
Tabela 5.2: Limite inferior e superior inseridos em nosso algoritmo para restringir a
regia˜o de busca no phantom
com ε
′
slip
sendo o coeficiente de extinc¸a˜o reduzido do espalhamento. Relacionando 5.1 e
5.2 e linearizando temos
ln
(

′
slip
(λ)
)
= −b ln
(
λ
λ0
)
+ ln
(
a
clip
)
(5.3)
Os resultados de [47] apresenta uma lista do coeficiente de extinc¸a˜o reduzido em func¸a˜o
de alguns comprimentos de onda (tabela 5.1), para uma concentrac¸a˜o de clip = 0.027.
Utilizando o me´todo de mı´nimos quadrados obtivemos os valores de a = 3.9 cm−1 e
b = −1.29. Para obter as concentrac¸o˜es das mole´culas absorvedoras, relacionamos o
volume do phantom com o volume dilu´ıdo de cada soluc¸a˜o:
clip =
Vlip
Vphantom
= 27.35× 10−3 (5.4)
e
cink =
Vink
Vphantom
= 19.45× 10−6, (5.5)
sendo que a concentrac¸a˜o da a´gua e´ dada por cH2O = 1− clip − cink = 0.973.
Para a otimizac¸a˜o do nosso problema utilizamos como os paraˆmetros iniciais o vetor de
estado x0 = (a, b, cink, cH2O). Pode-se notar que a concentrac¸a˜o clip do lipofundin 20% na˜o
foi adicionado no paraˆmetro inicial, uma vez que a absorc¸a˜o do lipofundin e´ desprez´ıvel
em comparac¸a˜o ao aporte que fazem a a´gua e a tinta India Ink no phantom. Com base
nos paraˆmetros iniciais obtidos estabelecemos uma regia˜o de busca com limite inferior e
limite superior apresentados na tabela 5.2 . A ana´lise ainda depende do coeficiente de
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Figura 5.2: Esquema da montagem experimental para a obtenc¸a˜o do coeficiente de
extinc¸a˜o da tinta India Ink.
extinc¸a˜o dos cromo´foros na faixa de comprimentos de onda analisada. Para o caso da
a´gua, o coeficiente de extinc¸a˜o dentro do regime de 600− 800 nm se encontra dispon´ıvel
[33]. Para a tinta India Ink utilizada, medimos o coeficiente de extinc¸a˜o atrave´s de um
experimento adicional baseado na transmissa˜o da luz para meios totalmente absorvedores.
Como a tinta pode ser considerada como uma dissoluc¸a˜o puramente absorvedora, pode-
se modelar a absorc¸a˜o da luz na tinta a partir da lei convencional de Beer-Lambert. A
partir das equac¸o˜es 3.5 e 3.8, e levando em conta que para este regime a contribuic¸a˜o da
a´gua na absorc¸a˜o e´ desprez´ıvel em comparac¸a˜o com a tinta, se obte´m que
1
L
ln
I0(λ)
I (λ)
= ink (λ) cink, (5.6)
onde L e´ o comprimento da amostra. A absorbaˆncia se comporta linearmente para va-
riac¸o˜es na concentrac¸a˜o de um certo comprimento de onda, com inclinac¸a˜o igual a` εink .
Assim, o espectro do coeficiente de extinc¸a˜o da tinta pode ser inferido a partir de variac¸o˜es
na concentrac¸a˜o de tinta, com medic¸o˜es de intensidade da luz atenuada apo´s se propagar
na mistura, em cada comprimento de onda.
Com base nisto, realizamos a montagem experimental representada na figura 5.2. No
procedimento experimental, para um volume de 4 litros de a´gua contido num recipiente
adicionamos porc¸o˜es de 1ml de tinta India Ink para cada coleta de dados, mantendo fixa
a distaˆncia que percorre a luz no meio (comprimento do meio). O objetivo foi variar a
concentrac¸a˜o da tinta na mistura. Como resultado, obtivemos o espectro do coeficiente de
extinc¸a˜o da tinta utilizada no phantom. Posteriormente os espectros de extinc¸a˜o foram
inseridos no algoritmo, e finalmente realizamos a ana´lise para o phantom l´ıquido. Os
resultados obtidos pelo algoritmo sa˜o apresentados em seguida.
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5.1.3 Resultados
A figura 5.3 apresenta o espectro de absorc¸a˜o obtido dentro do regime de 600 ate´ 800nm,
com o respectivo erro estimado. Neste regime se percebe que os comprimentos de onda
entre 700 e 800 nm sa˜o mais atenuados que os comprimentos de onda para as faixas
menores. As concentrac¸o˜es estimadas foram cink = (29.2 ± 9.5) × 10−6M , e cH2O =
0.97 ± 0.03. Estes resultados mostram que nosso algoritmo consegue obter os valores
absolutos e permitem ver o comportamento espectral da absorc¸a˜o do phantom.
O gra´fico da figura 5.4 conte´m o espectro do coeficiente de espalhamento recuperado
pela metodologia CW-DOS multiespectral (linha vermelha), para os valores o´timos dos
fatores de espalhamento encontrados: a = (3.9 ± 1.2)cm−1 e b = −(1.1 ± 0.2). Simulta-
neamente no gra´fico o espectro obtido foi comparado com valores obtidos do coeficiente
de espalhamento para alguns comprimentos de onda utilizando as metodologias TD-DOS
e FD-DOS, reportados por diferentes publicac¸o˜es que prepararam phantons l´ıquidos com
lipofundin 20% (triaˆngulos verdes). Fazendo uma regressa˜o nos dados reportados (linha
verde pontilhada), pode-se ver que o espectro cai dentro do nosso erro, o que indica que
nosso algoritmo consegue replicar o comportamento de dados experimentais ja´ reportados
na literatura com grande confiabilidade. Por outro lado, o erro associado a nosso algoritmo
e´ grande, e por essa raza˜o os dados experimentais sa˜o cobertos por nossos resultados, no
entanto seu comportamento e´ qualitativamente similar aos dados reportados, permitindo
que seja aceita´vel para nossos fins.
5.2 Experimento em camundongos
Para estudar a resposta hemodinaˆmica e metabo´lica em camundongos que sofrem isque-
mia nos membros, pesquisadores da University of Pennsylvania usaram te´cnicas espec-
trosco´picas de difusa˜o durante o processo de angiogeˆnese nas extremidades inferiores [49].
A oclusa˜o da arte´ria femoral foi realizada com o objetivo de provocar uma hipo´xia lo-
cal que gera uma diminuic¸a˜o no n´ıvel de oxigeˆnio e fluxo sangu´ıneo na regia˜o isqueˆmica.
Com o fim de monitorar a oxigenac¸a˜o e a perfusa˜o no tecido, combinaram as te´cnicas DOS
com a te´cnica de espectroscopia de correlac¸a˜o de difusa˜o (DCS, suas siglas em ingleˆs).
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Figura 5.3: Coeficiente de absorc¸a˜o recuperado pelo algoritmo para um phantom
l´ıquido. No nosso modelo, os cromo´foros que contribuem para o coeficiente de absorc¸a˜o
sa˜o a a´gua e a tinta India Ink.
Isto levou a um entendimento do processo de revascularizac¸a˜o (criac¸a˜o de novos vasos
sangu´ıneos). Este procedimento e´ de nosso interesse porque no protocolo experimental
realizado utilizaram fontes cont´ınuas para estudar o tecido com medidas de refletaˆncia
feitas dentro do regime de 550 ate´ 900 nm para va´rias distaˆncias fontes-detector. Assim,
o protocolo experimental e´ uma o´tima oportunidade para validar nossa metodologia. A`
continuac¸a˜o descreveremos o procedimento experimental feito.
5.2.1 Protocolo experimental
Ao todo, 42 camundongos foram usados no estudo, divididos em dois grupos: o primeiro
grupo foi constitu´ıdo por 20 camundongos que tinham apagado de suas ce´lulas epiteliais
o gene HIF − 2α (gene que tem como principal func¸a˜o a regenerac¸a˜o e criac¸a˜o de vasos
sangu´ıneos como resposta a` hipo´xia local); este grupo foi chamado de camundongos KO
(do ingleˆs, knocked out). O segundo grupo foi formado pelos camundongos restantes, os
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Figura 5.4: Comparac¸a˜o do espectro de espalhamento reconstru´ıdo por nosso algo-
ritmo (vermelho) e a regressa˜o dos dados publicados por [47] (verde).
quais eram camundongos normais, e foram chamados de grupo controle. A distinc¸a˜o dos
dois grupos foi feita por meio de marcadores gene´ticos, e o procedimento ciru´rgico para a
oclusa˜o da arte´ria femoral seguiu os protocolos estabelecidos e aprovados pelo comiteˆ de
bioe´tica da University of Pennsylvania. Para nossa validac¸a˜o analisamos somente o grupo
controle, que tem camundongos com uma faixa de idade entre 8 e 10 meses e peso entre
25 e 30 g.
O procedimento experimental foi feito em duas fases: na primeira fase se coletaram
medidas usando a te´cnica DOS, e na segunda fase os dados foram feitos por meio da
te´cnica DCS. Aqui vamos detalhar exclusivamente o procedimento feito para a DOS.
Para implementar a te´cnica DOS fizeram uma configurac¸a˜o experimental composta
por uma fonte cont´ınua e um sistema de detecc¸a˜o espectral. A montagem experimental
e´ representada na figura 5.5. A fonte CW utilizada foi uma laˆmpada de tungsteˆnio e
halogeˆnio (TS-428, PI Acton, MA), que opera com uma poteˆncia de 250W . Para a coleta
da luz utilizaram um espectroˆmetro (SP-150, Acton Research, MA) e uma caˆmara CCD
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Figura 5.5: Esquema da montagem experimental implentado por pesquisadores da
University of Pennsylvania [49].
Figura 5.6: Esquema da sonda o´ptica para a coleta da luz, posicionada depois da
oclusa˜o da a´rteria. Coletaram dados para 10 separac¸o˜es fonte-detector.
(PIXIS: 400BR, Princeton Instruments, NJ) de 16-bits. O tempo de exposic¸a˜o da luz na
caˆmara foi de 150ms [49].
A luz foi transmitida e coletada por fibras o´pticas com diaˆmetros de 400 nm acopladas
ao sistema. Para segurar as fibras e diminuir erros nas medic¸o˜es que podem ser propiciadas
pelo acomplamento, se utilizou uma sonda que alinha as fibras de tal maneira que a luz da
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fonte esta´ separada de 10 fibras de detecc¸a˜o (ver figura 5.6). As distaˆncias fonte-detector
utilizadas foram: 0.6, 1.2, 1.8, 2.4, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 e 10.0mm. A sonda foi colocada
sobre a parte superior do membro inferior do animal, longitudinalmente, com a fibra fonte
sobre a arte´ria (no membro oclu´ıdo, a sonda foi posicionada depois da regia˜o de oclusa˜o).
As medidas de refletaˆncia foram feitas simultaneamente para cada separac¸a˜o fonte-
detector sobre os dois membros inferiores dos camundongos (com a arte´ria oclu´ıda e na˜o
oclu´ıda), antes e imediatamente apo´s do procedimento ciru´rgico, e posteriormente a cada
7 dias durante o per´ıodo de um meˆs. Os dados experimentais foram proporcionados em
colaborac¸a˜o pela University of Pennsylvania, e foram analisados por nossa metodologia
atrave´s do algoritmo desenvolvido.
5.2.2 Ana´lise e resultados com CW-DOS multiespectral.
Para a ana´lise CW-DOS multiespectral tomamos os dados feitos sobre o grupo controle
para os dois membros inferiores (arte´ria femoral oclu´ıda e na˜o oclu´ıda). Nossa validac¸a˜o
se centrou nos esta´gios de pre´-cirurgia, po´s-cirurgia e a primeira semana de recuperac¸a˜o.
O algoritmo foi fornecido com a informac¸a˜o dos fatores imprescind´ıveis do esta´gio experi-
mental, tais como regime espectral das medidas (550− 900nm), distaˆncias fonte-detector
(ρ1, ρ2, · · · , ρ10), espectro da fonte (laˆmpada de tungsteˆnio e halogeˆnio) e as intensidades
coletadas por cada fibra do espectroˆmetro.
Como o meio turvo a ser analisado pelo algoritmo e´ o tecido biolo´gico, podemos inici-
alizar o vetor x0 = (a, b, [HbO2], [Hb], fH2O) com os valores fisiolo´gicos t´ıpicos para este
tecido, sendo a = 10 cm−1, b = −1.266 , [HbO2] = 50µM , [Hb] = 50µM e fH2O = 0.6.
Ale´m disso, a a´rea de busca da soluc¸a˜o e´ delimitada pelas restric¸o˜es, que tambe´m corres-
pondem a valores fisiolo´gicos permitidos para os camundongos. Os limites de busca sa˜o
apresentados na tabela 5.3, os valores dos coeficientes de extinc¸a˜o εi(λ) de cada cromo´foro
foram obtidos da literatura [33, 50] e foram adicionados ao algoritmo de ana´lise.
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a (cm−1) b [HbO2] (µM) [Hb] (µM) fH2O
xmin 1 −0.5 10 10 0.1
xmax 100 −3 100 100 1
Tabela 5.3: Limite inferior e superior inseridos em nosso algoritmo para restringir a
regia˜o de busca nos camundongos
Perna na˜o oclu´ıda [HbO2](µM) [Hb](µM)
Pre´-cirurgia 67± 8 53± 7
Po´s-cirurgia 72± 8 58± 7
1ra semana 69± 8 43± 5
Tabela 5.4: Concentrac¸a˜o de Hemoglobina recuperadas pelo algoritmo CW-DOS mul-
tiespectral para a perna na˜o oclu´ıda.
Perna oclu´ıda [HbO2](µM) [Hb](µM)
Pre´-cirurgia 70± 5 51± 4
Po´s-cirurgia 69± 5 74± 3
1ra semana 77± 4 57± 4
Tabela 5.5: Concentrac¸a˜o de Hemoglobina recuperadas pelo algoritmo CW-DOS mul-
tiespectral para a perna oclu´ıda.
Concentrac¸a˜o de Hemoglobina e saturac¸a˜o de oxigeˆnio
O algoritmo analisou individualmente os dados para cada camundongo, e extraiu in-
formac¸a˜o fisiolo´gica para cada caso. Posteriormente, a estat´ıstica foi feita considerando
a me´dia sobre todo o grupo de 22 camundongos. As concentrac¸o˜es de oxi-hemoglobina
(HbO2), desoxi-hemoglobina (Hb) e hemoglobina total (HbT ) recuperadas pelo algoritmo
sa˜o apresentadas na figura 5.7 e sa˜o detalhadas pelas tabelas (5.4 e 5.5).
Para a fase de pre´-cirurgia, tanto a perna com oclusa˜o como a perna sem oclusa˜o
apresentam tendeˆncias similares nos valores das concentrac¸o˜es. Para os dois casos o n´ıvel
de oxi-hemoglobina e´ superior ao n´ıvel de desoxi-hemoglobina, este e´ um comportamento
que e´ considerado normal dentro da fisiologia animal, aqui que o consumo de oxigeˆnio e´
so´ para cobrir as func¸o˜es ba´sicas da regia˜o.
Para a fase po´s-ciru´rgica, o comportamento difere entre os dois membros. Para o caso
da perna na˜o oclu´ıda a tendeˆncia permanece igual a` fase pre´-ciru´rgica (o n´ıvel de oxi-
hemoglobina superior ao n´ıvel da desoxi-hemoglobina ). No entanto, para a perna oclu´ıda
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ha´ um incremento na desoxi-hemoglobina, de tal forma que supera a oxi-hemoglobina.
Isto e´ causado pela oclusa˜o da arte´ria femoral, provocando que o fornecimento de oxi-
hemoglobina seja interrompido. No entanto, o consumo metabo´lico de oxigeˆnio na regia˜o
continua, que pode ser sugerido pelo aumento da concentrac¸a˜o de desoxi-hemoglobina.
O u´ltimo esta´gio apresentado no gra´fico corresponde a uma semana apo´s a cirurgia.
Ao revisar os valores desta fase e´ nota´vel a regularizac¸a˜o no comportamento das concen-
trac¸o˜es de HbO2 e Hb, causadas pelo processo de recuperac¸a˜o na perna oclu´ıda. Uma
das concluso˜es do trabalho original [49] e´ que no per´ıodo de recuperac¸a˜o se criaram novos
vasos sangu´ıneos como compensac¸a˜o da arte´ria oclu´ıda para estabilizar a hemodinaˆmica
do membro, fato que e´ refletido por nossos resultados.
Resumindo nossa discussa˜o, pode-se dizer que a perna com a arte´ria femoral na˜o oclu´ıda
na˜o sofreu mudanc¸as significativas durante as etapas de pre´-cirurgia, po´s-cirurgia e a
primeira semana de recuperac¸a˜o (ver tabela 5.4). Para o membro com a arte´ria oclu´ıda foi
nota´vel o processo de oclusa˜o, aumentando as concentrac¸o˜es de Hb, ate´ o ponto de superar
os valores de HbO2. Depois de uma semana, os n´ıveis de Hb/HbO2 sa˜o normalizados por
causa da criac¸a˜o de novos vasos sangu´ıneos na a´rea (ver tabela 5.5).
Em s´ıntese, nosso algoritmo conseguiu seguir o comportamento metabo´lico dos camun-
dongos nos membros estudados, mostrando diferenc¸as no comportamento das concen-
trac¸o˜es entre a perna oclu´ıda e na˜o oclu´ıda para cada fase do estudo. Para avaliar nosso
me´todo, vamos comparar os resultados de saturac¸a˜o oxigeˆnio StO2 apresentados em [49]
com os calculados por nosso algoritmo (figura 5.8).
Na figura 5.8, e´ comparado a saturac¸a˜o de oxigeˆnio obtido por nossa metodologia (bar-
ras azuis) e os resultados publicados em [49] (barras cinzas). Em cada etapa de estudo e
para cada perna, os valores obtidos por nosso algoritmo esta˜o superestimados em relac¸a˜o
aos valores publicados em todas as etapas para as duas pernas. No entanto, nossos resul-
tados esta˜o mais pro´ximos aos valores fisiolo´gicos esperados. Isto poderia estar associado
a diferentes fatores dentro de nosso modelo adotado no algoritmo, principalmente no
me´todo de optimizac¸a˜o. Os resultados contribuem na confiabilidade de nosso algoritmo,
recuperando o comportamento da saturac¸a˜o de oxigeˆnio para todos os casos, e acompa-
nhando as tendeˆncias das concentrac¸o˜es na descric¸a˜o feita por nossa discussa˜o anterior.
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Figura 5.7: Concentrac¸o˜es recuperadas de HbO2 (verde), Hb (azul) e HbT (vermelho)
para o grupo de camundongos normais com a arte´ria femoral (A) na˜o oclu´ıda e (B)
oclu´ıda em treˆs esta´gios diferentes: pre´-cirurgia, po´s-cirurgia e a primeira semana de
recuperac¸a˜o.
Figura 5.8: Saturac¸a˜o de oxigeˆnio (StO2) recuperadas pelo algoritmo desenvolvido
na Unicamp (barra azul) e a metodologia usada na Universidade de Pensilvaˆnia (barra
cinza) para a perna na˜o oclu´ıda (A) e perna oclu´ıda (B) em cada fase do procedimento
experimental: pre´-cirurgia, po´s-cirurgia e a primeira semana de recuperac¸a˜o.
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Perna oclu´ıda a(cm−1) b
Pre´-cirurgia 2.54± 0.03 −2.10± 0.05
Po´s-cirurgia 2.66± 0.03 −2.33± 0.04
1ra semana 2.58± 0.03 −2.18± 0.04
Tabela 5.6: Fatores de espalhamentos recuperadas pelo algoritmo CW-DOS multies-
pectral para a perna oclu´ıda.
Perna na˜o oclu´ıda a(cm−1) b
Pre´-cirurgia 2.64± 0.04 −1.95± 0.04
Po´s-cirurgia 2.63± 0.03 −2.05± 0.04
1ra semana 2.54± 0.02 −2.01± 0.04
Tabela 5.7: Fatores de espalhamentos recuperadas pelo algoritmo CW-DOS multies-
pectral para a perna na˜o oclu´ıda.
O n´ıvel de oxigeˆnio diminui no membro oclu´ıdo ao realizar o procedimento de oclusa˜o,
e se restabelece apo´s a primeira semana de recuperac¸a˜o. Para o caso da perna oclu´ıda
na˜o ha´ mudanc¸as nos n´ıveis de saturac¸a˜o de oxigeˆnio em todas as etapas. Este fato nos
indica que nosso algoritmo e´ sens´ıvel a`s mudanc¸as nas concentrac¸o˜es dos cromo´foros que
participam na absorc¸a˜o dos tecidos. Na˜o obstante precisa-se mais estudos para diminuir
o erro associado aos valores absolutos fornecidos pelo algoritmo.
Espectro do espalhamento
O coeficiente de espalhamento µ
′
s(λ) foi recuperado no regime de 500 nm ate´ 900 nm. Os
valores obtidos por nosso algoritmo sa˜o apresentados pelas tabelas 5.6 e 5.7, e o espectro
do espalhamento para a cada esta´gio sa˜o mostrados na figura 5.9.
Nas figura 5.9 e 5.10, e´ aprecia´vel que o algoritmo consegue identificar o esta´gio de
oclusa˜o. Para o caso da perna na˜o oclu´ıda, na fase de po´s-cirurgia o espalhamento apre-
senta um afastamento com respeito a`s outras duas etapas, tornando-se cada vez mais
nota´vel dentro da faixa da luz vis´ıvel. Como os paraˆmetros do espalhamento esta˜o associ-
ados com a densidade das mole´culas espalhadoras que esta˜o no tecido (ce´lulas vermelhas),
variac¸o˜es nesta quantidade esta˜o diretamente relacionadas com a auseˆncia de ce´lulas ver-
melhas presentes no sangue. Por outro lado, a` medida que o tecido vascular se regenera,
a presenc¸a das ce´lulas sangu´ıneas reestabelecem a densidade de espalhadores na regia˜o,
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Figura 5.9: Coeficiente de espalhamento recuperado pelo algoritmo para a perna com
oclusa˜o arterial em cada fase do procedimento experimental: pre´-cirurgia (azul), po´s-
cirurgia (verde) e a primeira semana de recuperac¸a˜o (vermelho).
justificando a similaridade das curvas das etapas de pre´-cirurgia (curva azul) e a primeira
semana de recuperac¸a˜o (curva vermelha). O comportamento e´ similar para o caso da
perna na˜o oclu´ıda.
A direta obtenc¸a˜o dos paraˆmetros de espalhamento a e b e a ana´lise do espectro de espa-
lhamento no tecido para etapas diferentes pode converter-se numa ferramenta u´til para a
detecc¸a˜o de mudanc¸as fisiolo´gicas relacionadas a`s alterac¸o˜es da densidade de espalhadores
nos tecidos, como por exemplo situac¸o˜es onde o nu´mero de ce´lulas varia rapidamente pela
existeˆncia de alguma anomalia funcional na regia˜o (hipo´xia) ou malformac¸a˜o fisiolo´gica
(caˆncer).
Esta possibilidade de ana´lise seria “exclusiva” de nossa metodologia CW-DOS multies-
pectral, ja´ que as metodologias TD-DOS e FD-DOS sa˜o menos sens´ıveis a`s variac¸o˜es de
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Figura 5.10: Coeficiente de espalhamento recuperado pelo algoritmo para a perna
sem oclusa˜o arterial em cada fase do procedimento experimental: pre´-cirurgia (azul),
po´s-cirurgia (verde) e a primeira semana de recuperac¸a˜o (vermelho).
espalhamento com pouco nu´mero de fontes com comprimentos de onda diferentes (fato
que aumenta o custo e a complexidade na implementac¸a˜o destas metodologias).
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Cap´ıtulo 6
Conclusa˜o e perspectivas
Neste trabalho desenvolveu-se uma nova metodologia para a espectroscopia o´ptica de di-
fusa˜o que permite a extrac¸a˜o de informac¸a˜o fisiolo´gica dos tecidos utilizando-se fontes
cont´ınuas no vis´ıvel e no infravermelho pro´ximo. A metodologia e´ capaz de recuperar os
valores absolutos de absorc¸a˜o e de espalhamento a partir de dados espectrais de refletaˆncia
(i.e., utilizando mu´ltiplos comprimentos de onda) para diferentes distaˆncias entre a fonte
de luz e o detector. Embora a ideia conceitual do princ´ıpio de funcionamento da te´cnica
na˜o seja inovadora, pois va´rios trabalhos anteriores ja´ utilizaram mu´ltiplos comprimentos
de onda para determinac¸a˜o dos valores absolutos das propriedades o´pticas, nossa metodo-
logia CW-DOS multiespectral apresenta uma soluc¸a˜o para o problema inverso diferente, a
partir da implementac¸a˜o do me´todo de otimizac¸a˜o conhecido como simulated annealing,
para obter diretamente os paraˆmetros do meio, e a partir destes, os paraˆmetros o´pticos
associados a` absorc¸a˜o e ao espalhamento. O procedimento de ana´lise dos dados foi feito
por meio de um algoritmo desenvolvido neste trabalho no software MatLab.
Nossa metodologia CW-DOS multiespectral foi avaliada com base em dois esta´gios
experimentais: em experimentos de bancada (phantom o´ptico) e diretamente no tecido
biolo´gico (camundongos). Para cada validac¸a˜o, se utilizaram uma fonte de luz CW e um
espectroˆmetro como detector. Os dados de refletaˆncia obtidos em cada experimento foram
inseridos no algoritmo, e a partir da´ı se recuperaram os valores absolutos dos coeficientes
de absorc¸a˜o e de espalhamento em func¸a˜o dos comprimentos de onda.
Cap´ıtulo 6. Conclusa˜o e perspectivas 81
Para o phantom obtivemos as concentrac¸o˜es dos principais cromo´foros a partir do co-
eficiente de absorc¸a˜o. Encontramos uma concentrac¸a˜o estimada de cink = (29.2± 9.5)×
10−6M , e uma frac¸a˜o de a´gua equivalente a cH2O = (0.97 ± 0.03) no meio. Comparando
os valores obtidos com as concentrac¸o˜es da preparac¸a˜o do phantom liquido, temos que
o erro relativo da tinta Ink e´ de εInkr = 50% e ε
H2O
r = 0.3%, mostrando erros relativos
significativos para o caso de baixas concentrac¸o˜es. A partir do coeficiente de espalha-
mento encontramos os valores dos fatores a = (3.9± 1.2)cm−1 e b = −(1.1± 0.2). Estes
paraˆmetros permitiram comparar os valores obtidos em nossa metodologia com dados
experimentais reportados por dados publicados em diferentes trabalhos, obtendo um des-
vio de 32%, mas dentro do erro reportado em nosso algoritmo, que ainda e´ significativo.
Para os camundongos conseguiu-se recuperar o comportamento metabo´lico dos membros
inferiores analisados para cada esta´gio experimental. Nossa metodologia e´ capaz de detec-
tar diferenc¸as no comportamento das concentrac¸o˜es dos principais cromo´foros do tecido
biolo´gico entre as pernas oclu´ıda e na˜o oclu´ıda para cada fase (temporal) do estudo. A
partir dos paraˆmetros de absorc¸a˜o estimados, tambe´m se recuperaram valores do n´ıvel de
saturac¸a˜o de oxigeˆnio. A saturac¸a˜o de oxigeˆnio encontrada por nosso algoritmo apresenta
valores consistentemente superiores se comparados aos dados previamente publicados no
estudo original, pore´m estes valores se encontram mais pro´ximos dos valores fisiolo´gicos
esperados para o tecido biolo´gico. Mais importante, os nossos resultados refletem as con-
sequeˆncias fisiolo´gicas esperadas devido ao procedimento ciru´rgico realizado, mostrando
diferenc¸as na etapa de oclusa˜o com respeito a`s tendeˆncias das outras fases.
Quanto ao desempenho computacional, o tempo de ana´lise do algoritmo foi em me´dia
de treˆs horas por cada esta´gio experimental. Grande parte deste tempo deve-se ao pro-
cedimento iterativo que adotamos, a fim de estimar o erro na minimizac¸a˜o e contornar
o problema de na˜o-unicidade da soluc¸a˜o. No entanto, o tempo de otimizac¸a˜o pode ser
diminu´ıdo por meio do uso de clusters.
Pode-se concluir que a metodologia desenvolvida possibilita determinar os valores ab-
solutos de µa e µ
′
s para va´rios comprimentos de ondas, e consegue extrair os valores de
StO2 com maior aproximac¸a˜o aos valores esperados. No entanto, as incertezas nos valores
encontrados ainda sa˜o grandes. Estes erros podem ser minimizados atrave´s de um estudo
mais detalhado.
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A partir dos resultados encontrados pode-se ter uma noc¸a˜o das perspectivas futuras
para a metodologia de CW-DOS multiespectral, com o objetivo de poder implementar
nosso trabalho em sistemas de monitoramento cl´ınico. Para este objetivo, seria importante
descobrir qual o nu´mero mı´nimo n de comprimentos de onda λ que permita obter valores
absolutos de µa e µ
′
s com incertezas razoa´veis e aceita´veis. Assumindo que seja poss´ıvel
obter as propriedades o´pticas com um nu´mero razoa´vel de comprimentos de onda, pode-
se pensar na construc¸a˜o de um sistema CW-DOS multiespectral com um conjunto de
n lasers que podem ser controlados por meio de um switch o´ptico para que as medidas
sejam feitas individualmente para cada comprimento de onda. Com um detector que
opere dentro da faixa dos comprimentos de ondas dos lasers, um sistema de aquisic¸a˜o de
dados e uma etapa de processamento e ana´lise na qual esta´ incluso nosso algoritmo pode
ser constru´ıdo um sistema cl´ınico capaz de mostrar os resultados em tempo real para
monitoramento de pacientes.
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